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Uber die Inhaltsstoffe 
der Friichte von Rhus typhina L. 
IV. Mitteilung: 
Das Vorkommen von Kristallen des primiren Caleiummalates in der 
Samenepidermis. 
Von 
Josef Tischer. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie der 
Landwirtschaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwerd. ) 
(Eingegangen am 23. April 1941.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Schon in einer friiheren Mitteilung habe ich tiber den hohen Gehalt 
der Friichte von Rhus typhina an freier Apfelsiure und auch iiber das 
Vorkommen von Calciummalaten berichtet (1). Dort wurde darauf 
hingewiesen, daB mit zunehmender Jahreszeit der Gehalt dieser Friichte 
an apfelsauren Calciumsalzen zugunsten der freien Apfelsdure zuriick- 
tritt. Wahrend aus Friichten, die anfangs September eingebracht 
wurden, durch Atherextraktion neben viel freier Apfelsiure auch be- 


achtliche Mengen von Calciummalaten zu erhalten waren, von denen 
das saure Salz mengenmaBig tiberwog, geben im Oktober und spater 
eingesammelte Friichte an Ather keine Calciummalate mehr ab, obgleich 
sie solche enthalten. 

Es gelang jedoch jetzt aus den in der ILL. Mitteilung erwahnten, 
weitgehend eingeengten wasserigen Gerbstoffausziigen sadulenfoérmige 
Kristalle zu erhalten, die als primares Calciumsalz der Apfelsiure 
identifiziert werden konnten. Um zur Untersuchung eine hinreichende 
Menge solcher Kristalle zu gewinnen, wurden mehrere Kilogramm 
gemahlener Friichte mit warmem Wasser ausgelaugt und der Extrakt 
eingedickt. 

3,3 kg gemahlene, von den Fruchthaaren durch Absieben  befreite 
Friichte wurden zu diesem Zwecke mit Wasser von 50 —70° extrahiert. Der 
dazu verwendete Extraktionsapparat wurde nach dem Vorbild der fiir die 
Gerbstoffuntersuchung iiblichen ,,Kochauslauger’ (2) gebaut. Eine 4 Liter 
fassende weithalsige Flasche, deren Boden mit einer 1 em hohen Schicht 
von reinem, mit Salzsiure und Wasser gut ausgewaschenem und wieder 
getrocknetem Sand bedeckt war, wurde mit einem Stopfen versehen, durch 
den zwei Glasréhren fiihrten; das WasserzufluBrohr reichte etwa 1 em 
unter den Stopfen; das ExtraktabfluBrohr, das wir mit einer trichterférmigen 
Erweiterung versahen, die mit grobmaschiger Leinwand umbunden wurde, 
teichte bis auf den Boden des Auslaugers, war zweimal rechtwinklig ge- 
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bogen und wurde mit Hilfe eines Gummischlauches mit einem zweit 

einer Spitze ausgezogenen Rohr verbunden. Dieses miindete in d 

Aufnahme des Gerbstoffauszuges bestimmte Flasche. An der Sch 

verbindung des ExtraktabfluBrohres und auch an der des Wasserz) 
rohres wurde zur Regulierung des Abtropfens je ein Schraubenque: 
hahn befestigt. In das so vorbereitete ExtraktionsgefaB wurden jedi: 
1,1 kg fein gemahlene, mit Benzin entfettete Friichte eingewogen, aus cine 
héher stehenden Behalter dest. Wasser einflieBen und das Extraktionsy 
kalt iiber Nacht stehen gelassen. Bis zum Flaschenhals wurde das Auslative 
gefaB in ein hohes Wasserbad eingesetzt; an den folgenden Tagen zovey 
wir bei 50—70° etwa 17 Liter Extrakt ab. 


Al 


Ih) 


Die aus drei Auslaugungen erhaltenen 51 Liter Extrakt wurden 
in einem Vakuum-Umlauf-Verdampfer bei 30° auf ein Volumen yon 
1500 cem eingeengt. Aus dieser konzentrierten Lésung schied sich nehey 


dunkel gefarbten schmierigen Substanzen nach kurzer Zeit eine reichliche 


Menge saulen- und tafelférmiger Kristalle aus. Weitere aus dem extra 
hierten Material bei héherer Temperatur gewonnene Ausziige lieferten 
keine Kristalle mehr. 

Die nach dem Abdekantieren des eingeengten Extraktes erhaltenen 
Kristalle waren noch unrein; sie wurden zuerst mit Wasser und Alkoho! 
abgespritzt und dann in Wasser von 60 bis 70° gelést, die Lésung mit 
Tierkohle entfairbt und auf dem Wasserbad eingeengt. Beim Erkalten 
kristallisierte daraus das primaire Calciummalat aus. Durch weiteres 
zweimaliges Umkristallisieren erhielt ich die stark sauer schmeckende 
Substanz in rein weiBen, bei 82° schmelzenden Kristallen, die dem 
rhombischen System angehérten und sich als holoedrisch erwiesen. 
GréBtenteils waren sie séulenférmig ausgebildet, einzelne auch tafe 
formig. Pasteur (3) hat das synthetisch hergestellte saure Calcium. 
]-malat in rhombisch bisphenoidischen Kristallen erhalten; unter den 
von uns untersuchten Kristallen konnten allerdings keine bisphenoidalen 
Formen beobachtet werden. 


Ein Teil davon wurde aus stark mit Wasser verdiinntem Alkoho! 
umkristallisiert und lieferte dabei Plattchen mit gerader Ausléschung. 
Die starkste Lichtbrechung (y) betrug annahernd 1,53, die schwachste (x) 
etwa 1,49; die Brechungsindices der Einbettungsfliissigkeiten wurden 
unmittelbar vor der Bestimmung iiberpriift. In den meisten Kristallen 
lag x, in einzelnen aber auch y in der Langsrichtung. Bolland (4) fiihrt 
fiir Caleiumbimalat die Brechungsindices mit 1,545 und 1,51 an. 

Die wasserige Losung der Kristalle gab auf Zusatz von Ammonium- 
oxalat eine deutliche Fallung von Calciumoxalat. Das fiir die analyti- 
schen Bestimmungen verwendete Salz wurde von der Mutterlauge 
scharf abgesaugt, mit Alkohol und anschlieBend mit leicht siedendem 
Benzin gewaschen und kurze Zeit im evakuierten Exsikkator ohne 
Verwendung eines Trockenmittels getrocknet. Bei langerem Verweilen 
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im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd wurden zu hohe Werte gefunden, 
weil dabei ein Teil des Kristallwassers verlorenging. Titrationen mit 
n 10 Natronlauge fiihrten zu Aquivalentgewichten, die mit den fiir pri- 
mires Calciummalat (mit 6 Mol. Kristallwasser) berechneten Werten 
gut iibereinstimmten. Eine Calciumbestimmung lieferte einen be- 
friedigenden Wert von CaQ: 

44,2 mg, 75,7 mg, 24,2 mg Substanz verbrauchten zur Neutralisation 
2,135 cem, 3,657 cem, 1,170 cem n/10 NaOH (Indikator Phenolphthalein). 

00,2232 ¢ Substanz gaben bei der Veraschung 0,0300 ¢ CaO. 

(C,H,0O,),Ca+-6H,O: Aquivalentgewicht ber. 207,02; gef.: 207,0; 
207.0; 206,84. 

Ca ber. 9,67%; gef. 9,61 %. 


0 

Um im primaren Calciummalat die Apfelsiure nachzuweisen, 
wurde eine wasserige Lésung des Calciumsalzes mit Bleiacetat versetzt 
und die Bleimalat-Ausscheidung durch Alkoholzusatz vervollstandigt. 
Nach griindlicher Waschung mit Wasser wurde das Bleisalz in dest. 
Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das 
entstandene Bleisulfid wurde abfiltriert und das Filtrat bei 12 mm 
Hg-Druck auf ein méglichst kleines Volumen eingeengt: der Rest des 
Wassers wurde mit Hilfe eines warmen auf die Oberflache der Lésung 
yeblasenen Luftstromes vertrieben. Nach Trocknung tiber Phosphor- 
pentoxyd wurde der Riickstand in Aceton gelést und mit dem gleichen 
Volumen Chloroform versetzt. Aus dieser Lésung kristallisierte die 
Apfelsdiure im Kiihlschrank in weiBen Kristalldrusen aus, deren Schmelz- 
punkt bei 106° (korr.) lag. Ein Mischungsschmelzpunkt mit reinster 
Apfelsiure ergab keine Depression. 

97,7 mg Substanz verbrauchten zur Neutralisation 14,56 cem n/10 
NaOH (Indikator Phenolphthalein). 

C,H,O,: Aquivalentgewicht ber. 67,03; gef. 67,10. 

Durch mikroskopische Untersuchung der Friichte war es sogar 
méglich, den Sitz des primiaren Calciummalates festzustellen. Das Salz 
ist in wohl ausgebildeten Kristallchen in den Epidermiszellen der Samen- 
schale eingelagert, wie der Tangentialschnitt am Samen in der folgenden 
Abbildung zeigt. Zufolge ihrer oberflaichlichen Lagerung lassen sich 
die Kristallchen aus gequollenen Samen mit einem Messer gut abschaben. 
Bei der Untersuchung im Polarisationsmikroskop zeigten die von den 
Samen abgeschabten rhombischen Kristéllchen, ebenso wie die aus den 
Extrakten erhaltenen, eine starke Doppelbrechung und gerade Aus- 
lischung. Ihre Kantenlange betrug 10 bis 15 4. Die iiberwiegende 
Mehrzahl der vom Samen abgelésten Kristallchen zeigte das gleiche 
Brechungsvermégen wie die aus den wasserigen Extrakten erhaltenen 
Kristalle mit der schwachsten Lichtbrechung (x) in der Langsrichtung; 
doch fanden sich darunter vereinzelt noch andere, au erlich sehr ahn- 
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liche Kristallehen mit schwach schiefer Ausléschung und noch starkerer 
Doppelbrechung. 

Der prozentische Anteil der Kristallchen lieB sich aus nachstehende) 
GréBen schatzen. Das Durchschnittsgewicht des kugeligen bis nieren. 
férmigen Samens betrug 5,45 mg, seine durchschnittliche Oberflach 


15,5mm2, Auf Grund planimetrischer Ausmessungen der Flachen. — ‘ie 
ausdehnung der Kristalle auf Mikroaufnahmen ergab sich, daB 33.6' Ap 
oder ein Drittel der Samenoberflache mit Kristallchen bedeckt war 
Ta 
Ha 
lay 





Abb. 1. Tangentialschnitt durch die Epidermis der Samenschale von Rhus typhina | 
aus dem Sudetenland. Vergr. etwa 1000 mal. 


Da ihr spez. Gewicht mit rund 1,66 festgestellt wurde, entfallen unter 
Beriicksichtigung ihrer durchschnittlichen Dicke von 10 y, auf die 
Samentrockensubstanz etwa 1,7 9, primares Calciummalat. Es handelt 


sich demnach um ein in bedeutenden Mengen an der Samenoberfliche 
ausgeschiedenes Stoffwechselprodukt. 





Versuche, das primaire Calciummalat mit organischen Loésungs- 
mitteln (Ather, Aceton, Methanol u.a.) zu extrahieren, erwiesen sich 
als wenig aussichtsreich; selbst nach tagelangem Auslaugen im Soxrh/«- 
Apparat waren die Kristallchen in den Samenfragmenten mikroskopisch 
feststellbar, dagegen erwiesen sich die mit warmem Wasser extrahierten 
Friichte frei von Kristallen. 


Zusammenfassung. 


In den Epidermiszellen der Samenschale von Rhus typhina finden 
sich wohl ausgebildete prismatische Kristalle von primarem Calcium. 


malat, die dem rhombischen Kristallsystem angehéren und einze!n 
in den Zellen eingelagert sind. FlichenmaBig entsprechen die Kristalle 
0 


einem Drittel der Samenoberflache und dem Gewicht nach 1,7°,, ces 
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Samengewichtes. Durch Auslaugung gemahlener Friichte mit Wasser 


yon 50 bis 70° und starkes Einengen des Extraktes gelang es, das Salz 
in holoedrischen rhombischen Saulen und Tafeln zu erhalten, die sich 
durch Umkristallisieren aus Wasser leicht reinigen lieBen. Die Substanz 
wurde durch Ermittlung des Aquivalentgewichtes den Nachweis und 
die Bestimmung des Calciums, die Freilegung und Identifizierung der 
Apfelsiure als primares Calciummalat sichergestellt. 


Literatur. 
1) J. Tischer, diese Zeitschr. 807, 378, 1941. 2) Gerbereichemisches 
Taschenbuch, 4. Autl., Dresden und Leipzig 1938. 3) Vel. Beilsteins 
Handbuch der organischen Chemie, 4. Aufl., 3, 426, Bertin 1921. 4) 4. Bol- 


land, Monatsh. f. Chem. 31, 397, 1910. 














[ber die Bedeutung der Milz 
fiir den Baustoffwechsel des Zentralnervensystens, 
Von 
Ernst Schmitz und Giinter Heymann. 

(Aus dem Chemisch-physiologischen Institut der Universitat Breslau 
(Eingegangen am 12. April 1911.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Widerstandsfahigkeit des Zentralnervensystems  gegeniibe 
experimentellen| MaBnahmen zur Veranderung seines Bestandes jst 
eine altbekannte und vielseitig gesicherte Tatsache. Schon 183s stellt: 
(‘hossat fest, daB bei Tauben die einzelnen Organe in sehr verschiedenem 
Mae an den Substanzverlusten teilnehmen, die der Kérper wahrend 
fortgesetzten Hungers erleidet, daB aber das Gehirn bis zum Tode 
seine Masse unverandert beibehailt!. Mit verbesserter Methodik und 
Planung wiederholten spater Voit und sein Schiiler Sed/mair? diese 
Versuche an Katzen und kamen zu dem gleichen Ergebnis wie ('hossat 
Neuerdings haben Addis, Poo und Lew? bei Ratten durch sieben- 
tagigen absoluten Hunger beim Gehirn einen EiweiBverlust von im 
Mittel 5°. des anfanglichen Bestandes eintreten sehen, der aber im 


Vergleich zu den EinbuBen anderer Organe immer noch sehr gering ist. 


Ktwas umstritten ist die Frage, ob man durch Mast Einflu’ auf 
die Zusammensetzung des Zentralnervensystems nehmen kann. Sie 
ist meist an den Lipoiden gepriift worden, deren Cbherwiegen gegeniiber 
den anderen festen Substanzen fiir das Nervengewebe charakteristisch 
ist. Franchini, Salkowski, Naito* berichten iiber ganzlich negatiy 
verlaufene Versuche an Kaninchen, normalen und avitaminésen Tauben 


In der Folge erschienen jedoch einige Mitteilungen iiber angeblich 


gelungene Anreicherung des Gehirns von Hunden an Lecithin durch 
ausgiebige, linger fortgesetzte Phosphatidfiitterung. So wollte Rewald> 
mit Hilfe von Sojalecithin, Serejski® durch Mischlipoide aus Gehirn 
eine Einlagerung erzielt haben. Wir haben uns bereits an andere! 
Stelle? ausfiihrlich mit diesen Versuchen auseinandergesetzt und dat 
getan, daB es bei Schliissen tiber Veranderungen an der Nervensubstaz 


! Chossat, Sur Vinanition. Paris 1838; Schuchardt, Diss. Marburg |847. 
2 Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 307, 1866: Sedlmair, ebenda 87, 25, 1s8o! 


% Addis, Poo u. Lew, J. of biol. chem. 115, 111, 1936. 1 Franch 
diese Zeitschr. 6, 210, 1907; Salkowski, ebenda 51, 407, 1913; Naito, ebenda 
142, 393, 1923. 5 Rewald, ebenda 198, 113, 1928. 8 Serejski, ebend 
201, 292, 1928. 7 Schmitz, ebenda 247, 224, 1932. 
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vor allem auf auBerste Stichhaltigkeit der Vergleichsobjekte sowie auf 
Zuverlassigkeit der Methodik der Analysen ankommt. Rewald griundet 
vine Folgerungen auf einen Vergleich der Gehirne seiner Versuchshunde 
mit emem Rindergehirn, Serejski analysiert nicht die ganzen Gehirne, 
sondern nur kleine Partikelchen von etwa 100 mg, eine Art der Probe- 
nahme, die angesichts der Zusammensetzung des Gehirns aus grauer 
und weiBer Substanz voOllig unzulanglich ist. 

In den Versuchen der erwahnten eigenen Arbeit verglichen wir 
mnaichst den Aufbau beider GroBhirnhemispharen ein und desselben 
Tieres und fanden ihn bei den verschiedenen Lipoidfraktionen nahezu 
identisch. Wir exstirpierten dann bei Katzen die eine Hemisphare, 
lieBen eine sechswéchige Periode intensiver Lecithinfiitterung folgen 
und nahmen dann die andere Hemisphare heraus. Die Analyse ergab, 
daB keine deutliche Veranderung im Lecithinbestand eingetreten war. 
Freilich kann man gegen alle Fiitterungsversuche einwenden, dab die 
Phosphatide im Darm gespalten und deshalb dem Organismus nur die 
Bausteine zur Verfiigung gestellt werden. Das mub aber geniigen, den 
Phosphatidstoffwechsel nach der Seite der Synthese hin zu verschieben 
und tatsachlich stehen bei Franchini den negativen Ergebnissen am 
Gehirn positive bei Leber und Muskulatur gegenitiber. Bei parenteraler 
Zufuhr wiirde natiirlich das Phosphatid der spaltenden Wirkung der 
Darmfermente entgehen. Mit diesem Verfahren wurden aber bisher 
beweiskraftige Untersuchungen nicht durchgefitihrt. Es liegen zwar 
Mitteilungen von Novi! und von Beeryoczikow und Dodajewsky 2 vor, 
iedoch macht Novi in seiner als vorlaufige Mitteilung bezeichneten 
Abhandlung, der eine ausfiihrliche Publikation anscheinend nicht 
gefolgt ist, keine Angaben iiber sein experimentelles Vorgehen und in 
der Arbeit der russischen Autoren, von der wir uns nur ein amerikanisches 
teferat verschaffen konnten, wurde nur ein Industriepraparat auf seine 
Wirkung hin gepriift und ,,brauchbar* gefunden. 

Der einzige Fall, in dem mit Sicherheit eine Veranderung im Lipoid- 
bestand des Gehirns als Folge einer Ernahrungsmabnahme festgestellt 
werden kann, ist die B,-Avitaminose, in der es bis zum Tode rund 
ein Sechstel seines Bestandes, und zwar vor allem Phosphatid, verliert. 
Hier leidet in dem ja selber erkrankten Organ die Phosphatideinlagerung, 
wahrend der Verbrauch andauert. Die Phosphatidsynthese liegt bei 
der B,-Avitaminose im ganzen Organismus darnieder und mdglicher- 
weise nimmt auch das im Verlauf der Krankheit an Phosphatid immer 
mehr verarmende Blut aus dem in seiner Widerstandskraft geschwachten 
Gehirn Phosphatid fort. Auf jeden Fall kann man durch regelmabige 


' Novi, Arch. di farmacologia sperimentale 48, 347, 1930, 2 Beery- 
azykow u. Dodajewsky, J. of nervous and mental diseases S82, 455, 1935. 
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subcutane Lecithinzufuhr die Lebensdauer B,-avitaminéser Tauber 
erheblich verlangern!, Das B,-avitaminése Gehirn steht dem yon 
destruktiven Erkrankungen, wie der Wallerschen Degeneration oder 
der Paralyse befallenen in seinem Verhalten wesentlich naher als dem 
normalen. Fiir dieses gilt wohl nach wie vor die Erfahrung, daB es nich: 
gelingt, seine Autarkie durch ErnahrungsmaBnahmen zu durchbrechen, 
die sich im Rahmen des Physiologischen halten. 

Die meisten der hochdifferenzierten Verbindungen, aus denen sich 
der Lipoidkomplex des Zentralnervensystems zusammensetzt, sind zuerst 
im Gehirn aufgefunden worden und haben ihre Namen Cerebroside. 
Kephalin, Psychosin nach diesem Vorkommen erhalten. Dadurch 
sollte wohl urspriinglich zum Ausdruck gebracht werden, daB es sich 
um fiir das Gehirn charakteristische Baustoffe handele. Spater stellte 
sich aber heraus, daB keiner dieser Stoffe in seinem Vorkommen auf die 
Nervensubstanz beschrankt ist, daB sie sich vielmehr, wenn auch in vie! 
geringerer Machtigkeit, auch in anderen Organen, wie Nebennierenrinde, 
Milz, Eidotter und anderen, finden. Dadurch ergibt sich die Méglichkeit 
daB im Stoffwechsel dieser Substanzen Zusammenhange zwischen dem 
Zentralnervensystem und eben diesen Organen bestehen, wie wir solche 
z. B. auf dem Gebiete des Kohlenhydratstoffwechsels zwischen Musku. 
latur und Leber kennen. DaB alle Lipoide im Kérper selbst aufgebaut 
werden miissen und nicht etwa exogenen Ursprungs sind, ergibt sich 
aus der Tatsache, daB sie am starksten in der Sauglingsperiode ein- 
gelagert werden, in der mit der Milch zwar reichliche Mengen von 
Neutralfetten, aber nur sehr unbedeutende an eigentlichen Lipoiden 


aufgenommen werden. Als Ort der Bildung mochte in erster Linie der 


der Ablagerung in Frage kommen. Seit sich aber herausgestellt hat, 
da das Kephalin das Lecithin in allen seinen Vorkommen begleitet, 
da Sphingomyelin im Blute und zusammen mit Cerebrosiden in den 


_schon genannten Organen gefunden wird, ist das zweifelhaft geworden. 


Ganz besonders wurde man aber auf die Méglichkeit einer Einwanderung 
der Lipoide in das Zentralnervensystem hingewiesen durch die physio- 
logisch-chemische Erforschung der Lipoidosen. Bei diesen Stoffwechsel- 
erkrankungen, die sich vorwiegend an den Organen des retikuloendo- 
thelialen Systems von Milz, Leber, Knochenmark und Lymphdriisen 
auBern und die jede Komponente des Lipoidhaushalts gesondert er- 
greifen kénnen, wurden in einigen Organen, vor allem in der Milz 
massive Ansammlungen einzelner Lipoidfraktionen gefunden, und zwar 
ist eine soleche von Kerasin kennzeichnend fiir die Gauchersche Krank- 
heit 2, von Sphingomyelin fiir die Niemann-Picksche Krankheit 

' Schmitz u. Hiraoka, diese Zeitschr. 193, 1, 1928. 2 Lieb, Zeitsch 
f. physiol. Chem. 140, 305, 1924. ® Klenk, ebenda 229, 161, 1934; 255, 
24, 1936; Tropp, ebenda 248, 38, 1936. 
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Die Menge der abgelagerten Lipoide kann sehr betrachtlich sein, ihre 
Konzentration die aus dem Zentralnervensystem bekannte weit tiber- 
steigen. So fand Lieb in dem ersten von ihm untersuchten Falle 10°, 
des Trockengewichts der Milz an Kerasin, dem Galaktosid des Ligno- 
cerylsphingosins, das man sich mit den tibrigen Cerebrosiden durch 
einfache Umformungen der Fettsaurekomponente genetisch verkniipft 
denken kann. Fir die Niemann-Picksche Erkrankung ist ein ahnlich 
starkes Hervortreten des Sphingomyelins sichergestellt. Man kann nicht 
umhin, an einen Zusammenhang dieser Ablagerungen mit dem Lipoid- 
haushalt des Zentralnervensystems zu denken. Fiir die Niemann- 
Picksche Erkrankung ist denn auch von Klenk der Nachweis gefiihrt 
worden, daB hier unter den Gehirnlipoiden das Sphingomyelin ebenfalls 
vor den anderen Lipoiden hervortritt, insbesondere die Cerebroside fast 
ganz verdrangt. Eine derartig charakteristische Abartung der Gehirn- 
lipoide muBte die Vermutung anregen, daB sie eine Veranderung der 
Gehirnfunktionen mit sich bringen kénnte, um so mehr, als unter den 
bekannten Fallen von Niemann-Pickscher Erkrankung ein betracht- 
licher Prozentsatz mit amaurotischer Idiotie einhergeht. In einem 
derartigen Kombinationsfall konnte denn auch Klenk die gleiche An- 
haufung von Sphingomyelin im Gehirn feststellen ', wahrend anderer- 
seits bei der eigentlichen, ohne Veranderung an anderen Organen 
einhergehenden familiéren amaurotischen Idiotie T’ay-Sachs* unter den 
Gehirnlipoiden Sphingomyelin nicht besonders reichlich, dafiir aber ein 
anderer, den Cerebrosiden nahestehender Kérper in groBer Menge 
gefunden wurde. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei der Gaucherschen 
Erkrankung, die zwar bei alteren Individuen in der Regel keine zentral- 
nervésen Stérungen bedingt, bei Kleinkindern dagegen ein Krankheits- 
bild mit vielseitigen und eindrucksvollen nervésen Symptomen und 
Idiotie darbieten kann’, Eine eingehende chemische Untersuchung 
des Gehirns von einem derartigen Falle ergab das Vorhandensein nor- 
malen Cerebrosids in anscheinend nicht tibermaBiger Menge, daneben 
auch die gleiche cerebrosidartige, von Klenk vorlaufig als x bezeichnete 
Substanz wie beim Tay-Sachs-Gehirn. 

Die Verwertung der Befunde bei Lipoidosen fiir die Physiologie des 
normalen Zentralnervensystems wird etwas dadurch erschwert, dal} die 
Cerebroside der Gaucher-Milz nicht wie die des Zentralnervensystems 


' Baumann, Klenk u. Scheidegger, Ergebnisse d. Path. 30, 183, 1936. 
— ® Klenk, 14.Tagung der Deutschen physiologischen Gesellschaft. 
Ber. iiber d. ges. Physiologie 96, 659, 1936; Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, 
128, 1939/40. 3 Oberling u. Woringer, Rev. franc. de pédiatrie 3, 475, 
1927; Woringer, Bull. soc. de pédiatrie 32, 189, 1934; Maz, Zeitschr. f. 
Kinderheilkde. 55, 12, 1933; Miiller, ebenda 59, 476, 1935; Nordmann, 
Centralbl. f. Kinderheilkde. 29, 340, 1934. 
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Galaktoside, sondern Glucoside sind}. Es bleibt zunachst unklar. 0} 
es sich um eine Bildung atypischer Lipoide handelt oder ob vielleicht 
auch normalerweise im Zentralnervensystem erst an Ort und Stell 
die Umpragung der Glucoside in Galaktoside erfolgt. 

Die Speicherungserscheinungen bei den Lipoidosen treten vor 
allem an der Milz hervor und es liegt nahe, hierin die pathologische 


‘bersteigerung eines an sich normalen Vorgangs zu sehen. Es hat sich 
{ gerung g 


denn auch nachweisen lassen, daB auch die gesunde Milz Substanzen de1 
Cerebrosidreihe enthalt. Von FE. Klenk war das zuerst von Thudichun 
beobachtete Cerebronylsphingosin oder Psychosin als Spaltprodukt von 
Cerebrosid isoliert und sein Verhalten genau studiert worden?. [lim 
gelang auch die Synthese des Lignocerylsphingosins, das bei der Spaltung 
des Cerebrosids Kerasin auftritt?. Eben dieses Lignocerylsphingosin 
wurde kurz darauf im Unverseifbaren der Leber, wie es bei Behandlung 
mit methylalkoholischer Lauge und Natriumathylat erhalten wird, 
aufgefunden‘ und es lieB sich nachweisen, daB es nicht erst bei der Ver- 
seifung entstanden, sondern als solches unter den Leberlipoiden ent- 
halten ist®. Die Ausbeute betragt etwa 0,06°, der Lebertrocken. 
substanz. Acyliertes Sphingosin kann sowohl die Muttersubstanz der 
Cerebroside sein, die aus ihm durch Paarung mit Galaktose hervorgehen, 
wie auch die der Sphingomyeline, der Ester mit Cholinphosphorsiure. 
So wurde denn auch geschlossen, daB die Verbindungen des Sphingosins 
mit den verschiedenen gesattigten, ungesattigten und Oxyfettséuren 
des Nervensystems, fiir die der Name ,,Ceramide‘‘ gepragt wurde. 
zunachst gebildet und dann zu Cerebrosid oder Sphingomyelin aus. 
gestaltet wiirden. Isoliert wurde allerdings bis jetzt nur die Lignocery!- 
verbindung. Spater wurde Lignocerylsphingosin auch in der Milz und 
Lunge des Rindes gefunden, wahrend andere Organe, wie Lymphdriisen, 
Hoden, Herz, Niere und Knochenmark sich frei davon erwiesen °. 


Auf Grund dieser Befunde konnte sich die Vorstellung herausbilden, 
dafS das Zentralnervensystem selber die Differenzierung seiner Lipoide 
aus den vom Korper her angebotenen Ceramiden bewirkt. Zwingend 
ist sie jedoch nicht, denn es lieB sich nachweisen, da die Milz auch 
normalerweise schon fertiges Kerasin fiihrt’. Seine Konzentration 
liegt in derselben GréBenordnung, wie die des Ceramids. Schon friiher 


' Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 267, 145, 1940; Aghion, These de 
Paris 1934; Halliday u. Mitarb., J. of biol. chem. 182, 171, 1940; Alenk, 
a.a.O. — *® Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 74, 1926. — * Alen 
u. Hadrle, ebenda 178, 221, 1928. — * Thannhauser u. Frankel, Zeitscl 
f. physiol. Chem. 203, 183, 1931. — ° Frankel u. Bielschowsky, Zeitschi 
f. physiol. Chem. 213, 58, 1932. — * Tropp u. Wiedersheim, Zeitschr. t 
physiol. Chem. 222, 39, 1933; Tropp, ebenda 287, 178, 1935. 7 Walz, 
ebenda 166, 210, 1927. 
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war Cerebrosid in Leber, Niere und Eidotter beobachtet, aber nicht 
naher charakterisiert worden. Es bleibt demnach die Méglichkeit, daB 
das Ceramid schon in den K6rperorganen zur Synthese héherer Ver- 
bindungen verwendet und in dieser Form dem Zentralnervensystem 
zugefiuhrt wird. Ihra selber verbliebe dann vielleicht die Aufgabe, aus 
den Lignocerylverbindungen die der Cerebronséiure und Nervonsaure 
m bereiten. Zur Erklarung der Lipoidosen bleiben zwei Méglichkeiten 
offen: gesteigerte Produktion und gehemmte Abfuhr zum Zentral- 
nervensystem. 

Das starke Hervortreten der Speicherungserscheinungen an der 
Milz hat zu der Vorstellung gefiihrt, daB in diesem Organ wenigstens 
vorzugsweise auch die Synthese der Lipoide stattfindet!. Wenn das 
der Fall ist, so ist nach Entfernung der Milz eine Einschrankung in der 
Produktion der hochdifferenzierten Lipoide zu erwarten, es sei denn, 
daB andere Organe vikariierend fiir sie eintreten. Am fertig ausgebildeten 
Organismus sind freilich auch nach Milzexstirpation keine raschen 
Riickwirkungen auf den Haushalt des Zentralnervensystems zu er- 
warten, denn es liegen keine Anzeichen dafiir vor, daB der Cerebrosid- 
stoffwechsel hier grofe Geschwindigkeit besitzt. Anders bei jugend- 
lichen Tieren. 

Wahrend der Ausbildung der weiBen Substanz wandern grobe 
Mengen von Lipoiden in das Gehirn ein. Nach Untersuchungen von 
Smith und Mair? an jungen Hunden gleichen Wurfes und menschlichen 
Gehirnen verschiedener Altersstufen ist bei der Geburt nur etwa die 
Halfte der spaiteren Gesamtkonzentration an Lipoiden vorhanden und 
die Zunahme erstreckt sich tiber erhebliche Zeitriume. Beim Hunde 
ist mit 12 Wochen, beim Menschen mit 5 Jahren der endgiiltige Bestand 
bei weitem noch nicht erreicht. Besonders charakteristisch aber ver- 
halten sich innerhalb des Rahmens der Gesamtlipoide deren einzelne 
Fraktionen. Bei der Geburt machen die Phosphatide bereits etwa 60°, , 
das Cholesterin 40 °,, die Cerebroside aber nur etwa 3°, des endgiiltigen 
Wertes in Prozenten der Trockensubstanz aus. Die Phosphatide sind 
bereits nach 6 Wochen auf ihrem Héchstwert angelangt und werden 
dann sogar durch das allmahliche Vordringen der anderen Fraktionen 
wieder etwas zuriickgedringt. Zu dieser Zeit haben nach Smith und 
Mair das Cholesterin 66°, die Cerebroside aber nur 25°, des héchsten 
Wertes erreicht. Gerade die Kurve der Cerebroside nimmt also einen 
auBerordentlich gedehnten Verlauf und eine Stérung der Synthese 
miiBte sich auBer an den absoluten im Zentralnervensystem auftretenden 


Mengen auch in einer weiteren Abflachung dieser Kurve auBern. Es 


' Tropp, Klin. Wochenschr. 15, 562, 1936. 2 Smith u. Mair, J. of 
pathology and bacteriology 17, Proc. 123, 418, 1912. 
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erschien deshalb interessant, zu versuchen, ob Exstirpation der .Milz in 
jugendlichem Alter eine Veraénderung im Lipoidbestand des Zentra| 
nervensystems nach sich zieht. Uber einen in der Anordnung yoy 
Smith und Mair zu dieser Frage angestellten Versuch an sechs Hundey 
gleichen Wurfes wird im folgenden berichtet. 


Methodisches. 

Die in den nachstehenden Versuchen verwendeten Wiirfe junger 
Hunde stammten von einer kleinen Schaferhiindin Asta. Die Vate: 
waren unbekannt, jedoch zeigten die Welpen keine gréBeren Unter. 
schiede im Aussehen und ziemlich ausgesprochenen Schaferhundt ypus 
Sie waren simtlich im Institutszwinger geboren und aufgezogen. Die 
Fiitterung geschah mit Kiichenabfallen. 


Die Milzexstirpationen wurden in der tierexperimentellen Abteilung 
der chirurgischen Universitatsklinik ausgefiihrt und wir méchten nicht ver 
fehlen, dem Direktor der Klinik, Herrn Prof. Dr. Bawer, auch an diese: 
Stelle unseren besten Dank zu sagen. Die Operationen wurden in Athe: 
narkose ausgefiihrt und ausgezeichnet vertragen. Schon nach wenigen 
Tagen fraBen die Tierchen, deren Wunden reaktionslos heilten, wieder ili 
gewohntes Futter und zeigten auch fernerhin keine Unterschiede im Ver- 
halten gegeniiber den normalen Geschwistern, insbesondere stellten sich 
keinerlei nervése Erscheinungen ein. Die Gewichtszunahmen waren be: 
den operierten Tieren nicht geringer als bei den normalen, ein milzlose 
Hund (Tabelle IV, Nr. 2), der am Tage der Operation nur wenig mehr wog al- 
das niachstkleinere Tier, iibertraf dieses bei Abbruch des Versuchs mit 
12500 g um mehr als 2 kg. 

Die Tétung der Tiere geschah durch Luftembolie und nachfolgende 
Entblutung. Gehirn und Riickenmark wurden sofort herausprapariert 
und der Analyse zugefiihrt. Gleichzeitig wurden Leber, Nebennieren und 
Thymus zur histologisehen Untersuchung entnommen. 

Zu den Wasserbestimmungen wurden den zerkleinerten nervésen 
Organen Proben von etwa 1g entnommen, deren Riickstand spiter de! 

Hauptmenge wieder zugefiigt wurde. 
, Bei der Durchfiihrung der Lipoidanalysen war es nicht méglich, den 
von Klenk ausgearbeiteten'! und bei vielen Gelegenheiten mit Erfolg be 
nutzten priparativen Arbeitsgang einzuhalten, da unsere Materialmenget 
zu gering und groBe Verluste zu befiirechten waren. Wir haben uns deshalh 
gravimetrischer und titrimetrischer Verfahren bedient. 

Die zerkleinerten Organe wurden mit Aceton entwassert und dann im 
Soxleth der Reihe nach mit Aceton, Athylalkohol, Ather und Benzol extra- 
hiert. Die gewogenen Riickstande wurden zur Abmessung in Chloroform 
gelést. In das Benzol gingen in der Regel nur mehr wenige Milligramme 
Lipoidsubstanz ein. Zu den Analysen wurde das Chloroform verdampitt. 
Bei den Cerebrosidbestimmungen mu®6 es bis auf den letzten Rest entfeint 
werden. Wir verdampften deshalb hier in Gegenwart von Alkohol ode 
besser leicht siedendem Petrolather (dreimal) und vertrieben dann des<en 
letzte Spuren durch viertelstiindiges Erhitzen mit Wasser im Wasser bace 


' Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, 128, 1939. 
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Die Bestimmung des Cholesterins erfolgte gravimetrisch als Digitonid 
nach Windaus. Zur Phosphatidbestimmung wurde nach Embden' das 
Material mit konz. Schwefelsiure und Wasserstoffsuperoxyd verascht, die 
Phosphorsaure als Strychninphosphomolybdat ausgefallt und gewogen. 
Die Berechnung geschah auf Lecithin. Der dabei entstehende Fehler ist 
klein, da die Molekulargewichte der Phosphatide sehr ahnlich sind (Lecithin 
etwa 800, Kephalin etwa 760, Sphingomyelin etwa 830). Die Bestimmung 
der Cerebroside wurde nach Kimmelstiel? durch Hydrolyse unter Druck 
und Bestimmung der freigewordenen Galaktose durchgefiihrt. Es wurden 
stets Doppel-, bei den Cerebrosiden drei Bestimmungen gemacht. Unsere 
Cerebrosidwerte liegen in derselben GréBenordnung wie die von Smith 
und Mair sowie von Koch und Mann* angegebenen, allerdings ein wenig 
héher, weil wir das lipoidreichere Riickenmark mitverwendeten und griind- 
licher extrahierten, 

Zu Vergleichszwecken wurde das Zentralnervensystem eines aus- 
gewachsenen Hundes annahernd gleicher GréBe sowie das der Mutter mit- 
analysiert. 

Ergebnisse. 

UnerlaBliche Voraussetzung fiir die beabsichtigten vergleichenden 
Versuche ist der gleichmaBige Aufbau des Lipoidkomplexes im Zentral- 
nervensystem der Versuchstiere. Um sie zu priifen, wurden vier junge 
Hunde gleichen Wurfes im Alter von 6 Monaten durch Luftembolie 
getétet und die sofort entnommenen Zentralnervensysteme in der 
beschriebenen Weise extrahiert und analysiert. 

Von den Tieren dieses Versuchs wog bei der Tétung Nr.1 8,42 kg, 
Nr.2 8,50 kg, Nr.3 6,40 kg und Nr.4 9,35 kg. Tier Nr. 3 ist also in der 
Entwicklung den Geschwistern gegeniiber deutlich zuriickgeblieben und 
das spricht sich auch in dem geringeren Gewicht des Zentralnerven- 
systems aus. Der Trockengehalt ist aber bei prozentualer Berechnung 
ungefahr gleich dem der anderen Tiere und sogar etwas hoher als bei 
dem starkeren Tier Nr.4. Dementsprechend ist die Menge der Gesamt- 
lipoide und ihrer Kinzelfraktionen etwas geringer, bei prozentualer 
Berechnung auf Frisch- und Trockensubstanz verschwinden aber die 
Unterschiede, der chemische Aufbau dieses Zentralnervensystems ist 
der gleiche, wie bei den schwereren Tieren. Das Zentralnervensystem 


des Hundes Nr. 4 besitzt einen um etwa 2°, héberen Wassergehalt als 
Nr. | und 2, fiihrt aber trotzdem nicht weniger Lipoide. Es zeigt deshalb 


bei Berechnung auf Frischsubstanz die gleichen, bei der auf Trocken- 
substanz etwas héhere Zahlen als die tibrigen. Nur in sehr engen Grenzen 
schwankend ist das Mischungsverhaltnis von Phosphatid, Cholesterin 
und Cerebrosid bei den einzelnen Tieren. Der Gehalt der Gesamtlipoide 
an Phosphatid bewegt sich zwischen 50,46 und 52,26°,, also innerhalb 


' Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 113, 38, 1921. 2 Kimmelstiel, 
Mikrochemie, Festschr. f. Pregl, 5. 165, 1929. 3 Smith u. Mair, a. a. O.; 
Koch u. Mann, J. of physiol. 36, 36, 1907/08. 
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Tabelle 1. Aufbau des Lipoidkomplexes im Zentralnervensystom 
junger Hunde gleichen Wurfes. 





Zentralnervensystem, frisch in g 90,7675 89,0880 78,4810 90,7811 
re trocken in g .... | 21,5482 20,7046 17,5324 | 19,3 
Trockensubstanz in % 23,74 23,24 22,33 21,25 
Gesamtlipoid in g 11,5441 10,5075 9,1000 
i »» °% der Frischsubstanz . | 12,72 11,51 11,59 


“ » % >» Trockensubstanz | 53,57 49,56 51,90 


Gesamtphosphatid in g 5.8250  5,3631 4,6880 
a in % der Frischsubstanz . 6,42 6,02 5,97 
Ss ; Trockensubstanz 27,03 25,90 26,74 
a » Gesamtlipoide .. 50,46 52,26 61,52 
Cholesterin in g 2,3300 | 2,2150; 1,9250 
2,56 2,49 2,45 
» Trockensubstanz. | 10,81 10.70 10,98 
», Gesamtlipoide... | 20,18 21,58 21,15 
1,6200 1,5640 41,3445 1,6200 
1,79 1,75 1;¢1 1,78 
% » Trockensubstanz. 7,62 7,55 7,66 8,41 
% » Gesamtlipoide ... 14,04 | 15,21 14,77 14,53 


117 
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einer Spanne von 1,8°, der an Cholesterin von 20,18 —22,15 °,, also 
innerhalb von 1,97°), der an Cerebrosid zwischen 14,04 und 15,21 °,. 
also innerhalb von 1,17%. Dabei ist zu bemerken, daB bei dieser 
Berechnungsart die vorhandenen Unterschiede sich am_ scharfsten 
markieren miissen und etwa das doppelte Ausmaf§ annehmen, wie bei 
der Berechnung auf trockene, das Achtfache, wie bei der auf frische 
Substanz. Die Ubereinstimmung im Aufbau des Lipcidkomp!exes aus 
seinen einzelnen Gliedern ist also bei Hunden gleichen Wurfes eine sehr 
weitgehende und kann als befriedigende Grundlage fiir vergleichende 
Versuche bezeichnet werden. 

Weiterhin galt es, den giinstigsten Zeitpunkt fiir den Beginn ces 
Versuchs ausfindig zu machen, in dem einerseits die Tierchen kriftig 
genug sind, eine Laparotomie zu tiberstehen und andrerseits die Differen 
zierung des Nervensystems noch nicht zu weit vorgeschritten ist. Ks 
wurde deshalb an einem weiteren Wurf von drei Jungen von Asta cine 
Aufnahme des Lipoidbestandes nach 6, 9 und 12 Wochen vorgenommen. 
In der nachstehenden Tabelle II sind die erhaltenen Zahlen mit denen 
der Mutter zusammengefaBt, die nach Beendigung aller Versuchsreihen 
getétet und untersucht wurde. 

Die Versuchsreihe bestatigt in vollem Umfang fiir das gesamt: 
Zentralnervensystem die Befunde, die Smith und Mair am Gehirn 
wachsender Hunde erhoben haben. Im Alter von 6 Wochen haben dic 
Phosphatide bereits den Héchstwert ihres Anteils an den Gesamit- 
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Jabelle 11. Aufbau des Lipoidkomplexes bei jungen Hunden 
gleichen Wurfes im Alter von 6, 9 und 12 Wochen sowie bei der 
Mutter. 





2 2. 3. 4. 
6 Wochen %Wochen 12 Wochen Mutter 


Zentralnervensystem, frisch in g 41,6647 59,1962 68,9883 92,45 
e trocken in g.... 7,1504 11,9143 14,7904 25,1305 
Trockensubstanz in % 17,16 20,13 21,44 27,17 


Gesamtlipoid in g 2,7900 | 5,3000 6,7360 15,0300 
»» % der Frischsubstanz . 6,70 8,95 9,76 16,26 


» % >, Trockensubstanz 39,02 44,54 45,54 59,81 


Gesamtphosphatid in g 1,5980 3,0650 3,706 7,7740 
in % der Frischsubstanz . 4,829 5,18 5,37 8,41 
» % >» Trockensubstanz 28,14 25,73 25,06 30,94 
» % » Gesamtlipoide .. 57,28 57,83 55,02 51,72 
0,534 0,974 1,4410 3,0025 
% der Frischsubstanz .. 1,283 1,65 2,09 3,25 ° 
% . Trockensubstanz. 7,47 8,18 9,74 11,95 
% «, Gesamtlipoide... 19,14 18,38 21,39 19,98 


g 0,0960 0,239 0,699 3,3580 

°% der Frischsubstanz .. 0,234 0,404 1,013 3,63 
» Trockensubstanz. 1,34 2,00 4,73 13,35 
» Gesamtlipoide... 3,44 4,51 10,38 22,34 


lipoiden erreicht, nach 12 Wochen erkennt man das Absinken dieses 
Wertes, das seinerseits das Vordringen der anderen Fraktionen, ins- 
besondere der Cerebroside anzeigt. Das Cholesterin hat nach 12 Wochen 
etwa die Halfte der absoluten Menge erreicht, in der es sich bei der 
Mutter findet. Bei der Berechnung auf Frisch- und Trockensubstanz 
ergeben sich deutliche Anstiege, die bei der Trockensubstanz bereits in 
die Nahe des miitterlichen Wertes fiihren. Im Rahmen der Gesamt- 
lipoide schwankt indessen der Anteil des Sterins nur wenig. Cerebroside 
sind noch in der sechsten Woche nur in sehr geringer Menge vorhanden, 
ihr Anstieg erfolgt zunaichst langsam und markiert sich erst nach 
12 Wochen deutlicher. Aber auch jetzt ist ihr Anteil am Gesamtlipoid 
noch nicht halb so groB wie bei dem Muttertier, die absolute Menge 
nur etwa ein Fiinftel des definitiven Wertes. Nach diesen Feststellungen 
erschien das Alter von 12 Wochen als giinstigstes fiir den Versuchsbeginn, 
da zu dieser Zeit die Tiere kraftig genug waren, eine Laparotomie zu 
iiberstehen und die Spanne bis zu den Daten der vollendeten Ent- 
wicklung noch eine groBe ist. 

Vergleicht man die Angaben der Tabelle I mit den fiir die Mutter 
gefundenen, so ergibt sich, daB diese Spanne im Alter von 6 Monaten 
bei weitem noch nicht iiberbriickt ist. Eine Versuchsdauer von 3 Monaten 
konnte deshalb unzureichend erscheinen. Die Beendigung des Versuchs 
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wurde deshalb auf das Ende des neunten Lebensmonats festgesetzt. Fs 
ist das ungefihr die Zeit der herannahenden Geschlechtsreife. 

Zu dem Hauptversuch stand ein Wurf von sechs Jungen von {sti 
zur Verfiigung, die am 18. Mai 1937 zur Welt gekommen waren. Voy 
ihnen war eines deutlich schwacher als die anderen (3700 g), wahrend 
die Gewichte der iibrigen sich zwischen 4400 und 5100 g bewegten. Das 
kleinste Tier wurde am Tage der Operation getétet und sein Zentral. 
nervensystem analysiert. Dieses erwies sich mit 67,6 g etwa gleich 
schwer wie das des im Alter von 12 Wochen getéteten Hundes der 
Tabelle II, der bei 4900 g K6rpergewicht ein Zentralnervensystem von 
68,98 g¢ besaB. Von den tibrigen fiinf Hunden wurden drei zur Milz 
exstirpation bestimmt, zwei blieben normal. Die Verteilung erfolgte so 
daB in beiden Gruppen eines der beiden Weibchen und etwa gleich 
schwere Tiere vertreten waren. Die Operation konnte aus technischen 
Griinden erst in der 15. Lebenswoche stattfinden. Sie wurde aus. 
gezeichnet vertragen und die operierten Tiere zeigten schon nach wenigen 
Tagen keinen Unterschied im Verhalten gegeniiber den normalen Ce- 
schwistern. Sie wurden weiter mit Kiichenabfallen ernahrt und gediehen 
gleichmaBig. Nur Hund Nr. 2 der nachstehenden Tabelle III, der am 
Tage der Operation nur wenig (200 g) schwerer gewesen war, als das 
nachstfolgende Tier (Nr. 1), wuchs merklich rascher als die iibrigen und 
hatte bei AbschluB ein betrachtlich héheres Gewicht als die normalen 
und die anderen operierten Tiere. In der Tabelle III sind die allgemeinen 
Daten der Versuchstiere und eines ungefaéhr gleich schweren aus. 
gewachsenen Hundes (Nr. 7) angefiihrt. 

Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, da abgesehen von der 
schon erwahnten stairkeren Entfaltung der Kérpermasse bei Hund Nr. 2 
sowie einem geringeren Gesamtgewicht des Zentralnervensystems bei 
Hund Nr. 1 zwischen den einzelnen Tieren des Versuchs keine erheb- 
. licheren Unterschiede bestehen. Insbesondere schwankt die Menge der 
gesamten Lipoide bei den fiinf Tieren nur zwischen 91/, und 10! . ¢. 
Auf das Verhalten des Hundes Nr. 2, das auch in anderen Beziehungen 
von dem der ebenfalls milzlosen Tiere Nr. 1 und 3 abwich, fallt vielleicht 
etwas Licht durch das Ergebnis der histologischen Untersuchung eine! 
Reihe innerer Organe, die Herr Dozent Dr. £. Tonutti vom anatomischen 
Institut Breslau auf unsere Bitte in dankenswerter Weise vornahm 
Veranlassung zu diesen Untersuchungen war der Wunsch, zu kon- 
trollieren, ob die Rolle der entfernten Milz ganz oder teilweise von 
anderen Organen vikariierend tibernommen war. Die Untersuchungen 


erstreckten sich auf Leber, Nebenniere und Thymus. Im Bilde der 


Leber ergab sich in keinem Falle ein Unterschied, der auf eine erhdhte 
Tatigkeit dieses Organs bei den milzlosen gegeniiber den normalen 
Tieren hingewiesen hatte, ebenso war das histologische Bild der Neben- 





Tabelle III. 
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nieren beider Tiergruppen durchaus das gleiche. Bei der Thymusidriis 
dagegen waren deutliche Unterschiede zu bemerken. Bei den bei dey 
Normalhunden Nr. 4 und 5 war die Involution des Organs bereits wei; 
vorgeschritten, nur noch vereinzelt waren streifenférmige Inseln yoy 
-arenchym erhalten. Kleinere Hassallsche Kérperchen waren zu sehey 

Bei den milzlosen Tieren Nr. 1 und 3 war das Parenchym besse 
erhalten, jedoch waren als Zeichen der Involution vereinzelte Hassall sche 
K6érperchen zu sehen. Beim Hund Nr. 2 dagegen war eine besonders 
starke Hemmung der Involution zu erkennen, die Parenchymlappchen 
lagen dicht beieinander, wie bei ganz jungen Tieren. Das Mark war 
nicht abzugrenzen, das ganze Organ bot das Bild der von Hasnmay 
beschriebenen Uberinfiltration mit Lymphocyten. Dr. Tonutti kam 2u 
dem SchluB, daB bei Hund Nr.2 der Thymus denjenigen Teil der 
Milzfunktion itibernommen hatte, der normalerweise durch die weife 
Milzpulpa geleistet wird. Einzig bei der Thymusdriise lagen also An. 
zeichen dafiir vor, daB sie durch die Entfernung der Milz in ihrer Funk. 
tion betroffen war, und zwar bei Hund Nr. 2 in unverhaltnismaBig vie! 
stirkerem Mae als bei den Tieren Nr. 1 und 3. Bei der Vergleichung 
der einzelnen Lipoidfraktionen stellte sich denn auch immer wieder 
heraus, daB Nr.2 die an Nr. 1 und 3 beobachteten Erscheinungen 
nur andeutungsweise zeigte und sich den normalen Geschwistern 
ahnlicher verhielt, als die anderen milzlosen Hunde. 

Die Ergebnisse der speziellen Lipoidanalyse bringt die Tabelle [V 

Der bei Versuchsbeginn getétete Hund Nr. 6 war 2 Wochen ite: 
als Nr. 3 der Tabelle II. Die Cerebrosideinlagerung ist dementsprechend 
bei ihm etwas weiter fortgeschritten, jedoch hat sie erst etwa ein Dritte! 
der absoluten Menge erreicht, die sich bei den alten Tieren Nr. 7 und s 
findet. Etwa in dem gleichen MaBe sind die absoluten Werte fiir Phos- 
phatide und Cholesterin von denen der alten Tiere entfernt. Vergleicht 
‘man diese miteinander, so ergibt sich, daB die Mengen an Cerebrosid 
und Cholesterin sehr ahnlich sind, daf aber Nr. 8 (Asta) betrachtlich 
mehr Phosphatid fiihrt. Das bedingt einen Unterschied im Gehalt der 
Gesamtlipoide an den Einzelfraktionen, wihrend die auf Frisch- und 
Trockensubstanz berechneten Werte wegen der ziemlich gleichen Masse 
der Zentralnervensysteme sehr ahnlich sind. 

Die beiden normalen Versuchshunde Nr. 4 und 5 gleichen sich in 
demselben Mae, wie die in Tabelle I verzeichneten Tiere eines anderen 
Wurfes der gleichen Mutter. Die Prozentgehalte im Gesamtlipoid 
unterscheiden sich bei den Phosphatiden um 1,50 °% , beim Cholesterin 
um 1,10°), bei den Cerebrosiden um 1,50°,. Zwischen dem jungen 
Tier Nr.3 und den beiden alten nehmen Nr.4 und 5 die erwartete 
Mittelstellung ein, Die absoluten Mengen an Phosphatid und Cholesterin 
betragen ungefahr zwei Drittel, die an Cerebrosid ungefahr die Halfte 
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des Wertes der Mutter. In Prozenten der Gesamtlipoide ist, wie bei 
Smithund Mair, das Cholesterin auf dem endgiiltigen Wert angekommen, 
wahrend die Cerebroside erst zwei Drittel von ihm erreicht haben. 

Falls durch die Entfernung der Milz eine St6rung in der Produktion 
der Cerebroside oder einer anderen Lipoidfraktion eingetreten ware, so 
miiBte sich das schon in den absoluten, im Zentralnervensystem vor- 
handenen Mengen aussprechen. Nun fiihrt von den milzlosen Hunden 
Nr. 1 2,0784g, Nr.2 1,6510, Nr.3 2,5557g¢ gegentiber 1,8054 und 
1.4609 g bei den Normalhunden Nr. 4 und 5. Hund Nr. 2 besitzt also 
etwa den Mittelwert der normalen Geschwister, bei Nr. 1 geht der Wert 
deutlich und bei Nr. 3 wesentlich iiber den héheren Normalwert hinaus. 
Hund Nr. 2 verhalt sich auch hier wieder ahnlicher den normalen als 
den anderen milzlosen Geschwistern. Es liegt nahe, diese Erscheinung 
mit der oben erwahnten von Dr. Tonutti festgestellten lymphocytiren 
Uberinfiltration des Thymus in Verbindung zu bringen, die ja dieses 
Tier vor Nr. 1 und 3 kennzeichnete. Vielleicht hatte eine chemische 
Untersuchung des Organs weitere Klarung bringen kénnen. Sie war 
jedoch nicht mehr zu erméglichen, da die Thymusdriisen insgesamt der 
histologischen Verarbeitung zugefiihrt worden waren. 

Beim Cholesterin liegen die Verhaltnisse genau umgekehrt. Die 
Normalhunde fiihren Mengen von 2,2101 und 2,0678 g, die also einander 
sehr ahnlich sind. Bei den milzlosen finden sich die ebenfalls sehr nahe 
beieinanderliegenden Zahlen von 1,6543, 1,6534 und 1,7972 g, also 
Zahlen, die angesichts der genauen Bestimmbarkeit des Sterins als 
deutlich niedriger angesehen werden kénnen. Die héheren Cerebrosid- 
werte gehen mithin mit niedrigeren fiir Cholesterin einher. 

Beim Gesamtphosphatid ist die Lage ahnlich wie bei den Cerebro- 
siden. Die héchsten Zahlen — 5,0786 und 4.8892 ¢ finden sich bei 
Tier Nr. 1 und 3, Nr. 2 halt wieder mit 4,0976 g die Mitte zwischen den 
Normalen mit 4,3996 und 3.7464 g¢. Die Unterschiede sind aber hier 
verhaltnismaBig kleiner, wie das auf Grund der Befunde von Smith 
und Mair am Gehirn zu erwarten war. 

Eine Synthesenstérung kann bei unseren milzlosen Tieren mithin 
bei den Cerebrosiden nicht bestanden haben. Eher kénnte man versucht 
sein, eine solche fiir das Cholesterin anzunehmen. Die Vorstellung, daB 
die Milz mit dem Cholesterinhaushalt in Verbindung steht, ist alt, 
Anitschkow! sah bei seinen Fiitterungsversuchen an Kaninchen, daB die 
Milz gewaltige Mengen von Cholesterin in fliissig-kristallinischer Form, 
also wohl als Ester, ablagert, so daB das Bild einer grofzelligen Spleno- 
megalie entsteht. Ahnliche Bilder sind bei der diabetischen Lipamie des 


Menschen und der AderlaBlipimie des Kaninchens beschrieben worden, 


- 


1 Anitschkow, Zieglers Beitrage 57, 201, 1914. 
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ebenso bei Phenylhydrazinvergiftung, nach Nebennierenexstirpat ion 
und in der Hungerlipamie!. Zu der Zeit, in der diese Untersuchunger 
angestellt wurden, rechnete man allgemein noch mit einem exogener 
Ursprung des Cholesterins. Wenig spater aber ergab sich aus einer 
Reihe von Stoffwechselversuchen an jungen und erwachsenen Menschen 
und Tieren, daB die Quelle des Cholesterins im Kérper selber zu suchen 
ist?, Interessanterweise wurde unter den Organen, die man als Ur. 
sprungsstatte des Cholesterins in Erwaigung zog, vor allem die Milz 
genannt. Abelous und Soula stellten fest, daB das Milzvenenblut mehr 
Cholesterin enthalt als das der Arterie, daB sich gewisse Formen von 
Hypercholesterinamie nach Exstirpation der Milz oder Abbindung der 
HilusgefaiBe nicht mehr hervorrufen lassen und dafB bei der Autolyse der 
Milz zunachst eine Zunahme des bestimmbaren Cholesterins auftritt® 
Angesichts der universellen Verbreitung des Cholesterins im Kérper 
beweisen diesé Versuche vielleicht nicht mehr, als daB die Milz Chole- 
sterin in besonders leicht mobilisierbarer Form enthalt. Aus demselben 
Grunde kénnen auch die hier geschilderten Versuche nicht als Beweis 
fiir eine Entstehung von Cholesterin in der Milz angesehen werden. 
Nach Versuchen, die Herr Dr. F. Daerr in unserem Institut an milzlosen 
und normalen jungen Ratten und Meerschweinchen angestellt hat und 
iiber die er an anderer Stelle berichten wird, scheint es sogar, dal} die 
Entfernung der Milz auf den Cholesteringehalt des gesamten Korpers so 
gut wie gar keinen EinfluB hat. 


Die Versorgung des Zentralnervensystems mit Gesamtphosphatid 
ist bei den milzlosen Hunden sicher nicht beeintrachtigt, vielmehr liegen 
die Mengen derselben bei Tier Nr. 2 auf der gleichen, bei Nr. 1 und 3 
auf einem etwas héheren Niveau als bei den Normaltieren Nr. 4 und 5. 


Vergleicht man den Gehalt der gesamten frischen und trockenen 
Substanz des Zentralnervensystems an den einzelnen Lipoidfraktionen, 
‘ so ergibt sich im ganzen das gleiche Bild, wie beidenabsoluten Gewichten: 
bei den Normalhunden ein allmahlicher Fortschritt der Werte fiir 
Cerebroside in Richtung auf den Alterswert zu, beim Cholesterin Werte, 
die denen der ausgewachsenen Tiere bereits nahekommen. Die Chole- 
sterinzahlen liegen bei ihnen deutlich oberhalb der Cerebrosidgehalte. 
Bei den milzlosen Tieren ist das genau umgekehrt. Wenn bei Tier Nr. 2 


' Schultze, Verhandl. d. Deutsch. Path. Ges. 15, 47, 1912; Kuswmoto, 
Zieglers Beitrige 59, 564, 1914; Okuneff, ebenda 71, 99, 1923; Soper, ebenda 
60, 232, 1915. — ? Beumer u. Lehmann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med 
$7, 274, 1923; Thannhauser u. Schaber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 27s, 
1923; Gamble u. Blackfan, J. of biol. Chem. 42, 101, 1920; Gardner u. F 
Proc. soc. biol. and med. 92, 558, 1922; Dam, diese Zeitschr. 220, 
1930. — * Abelous u. Soula, C. r. soc. Biol. 88, 455, 663; C. r. 
scienc. 170, 619, 1920. 
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der Prozentgehalt des Zentralnervensystems an Cerebrosid und an 
Cholesterin in der Frisch- und Trockensubstanz praktisch gleich ist, 
liegen bei Nr. 1 und 3 die Cerebrosidwerte in demselben Mae héher 
iiber den Cholesterinwerten, wie bei den Normaltieren Cholesterin iiber 
dem Cerebrosid. Man gewinnt im ganzen den Eindruck einer Ver- 
drangung von Cholesterin durch Cerebrosid bei den milzlosen Hunden. 
Dieser Eindruck verstarkt sich, wenn man die Gehalte der Gesamt- 
lipoide an den einzelnen Fraktionen 
vergleicht. Die Normalhunde fiihren , / 
in ihnen 20,75 und 21,85° Chole- 2 B Lorebrosid 
. e SES oe § cholesterin 
sterin und 16,95 und 15.45% Ce- % 
rebrosid, die Milzlosen 16,44, 17,34, a 
17,08 °% Cholesterin und 19,52, 17,32 
und 24.28% Cerebrosid. Das wird 
noch deutlicher, wenn man, wie 


a Cerebrosid 
0D Cholesterin 
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Abb. 1. Absolute Mengen von Cerebrosid und Abb. 2. Prozentgehalt der Gesamtlipoide aus 
Cholesterin im Zentralnervensystem der Ver- dem Zentralnervensystem der Versuchshunde 
suchshunde. an Cerebrosid und Cholesterin. 


das in den beiden nachstehenden Abbildungen geschehen ist, die ab- 
soluten Gewichte und die Prozentgehalte des Gesamtlipoids an Ce- 
rebrosid und Cholesterin nebeneinanderstellt. 

Die beiden graphischen Darstellungen (Abb. 1 und 2) zeigen aufs 
deutlichste, wie bei dem jungen Hunde Nr.6 das Cholesterin nach 
Menge und prozentualer Vertretung in den Gesamtlipoiden tiber die 
Cerebroside hinausragt. Bei den alten Tieren ist das genau umgekehrt, 
die Cerebroside haben das Ubergewicht iiber das Cholesterin erlangt. 
Offenbar kreuzen sich aber normalerweise die Bahnen beider Lipoid- 
fraktionen erst in einem spateren Zeitpunkt, denn bei den beiden 
9 Monate alten Normalhunden Nr. 4 und 5 ist das Bild noch das gleiche 
wie bei Nr. 6. Vergleicht man damit die Tiere Nr. 1 bis 3, so zeigt sich, 
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da bei Nr. 2 Cholesterin und Cerebrosid absolut und prozentual gleic) 
geworden sind, wahrend bei Nr. 1 und 3 wie bei den alten Tieren die 
Cerebroside bei weitem die Oberhand haben, so daB die Lipoide des 
Zentralnervensystems den Mischungstyp zeigen, der einer héherey 
Altersstufe zukommt. Bei ihnen ist also durch die Entfernung der 
Milz die chemische Differenzierung des Zentralnervensystems nicht 
hintangehalten, sondern eher geférdert worden. Offenbar ist durch die 
Entfernung der Milz ein Faktor ausgeschaltet worden, der die Kin. 
wanderung der Cerebroside in das Zentralnervensystem hemmt oder 
reguliert. Es liegt nahe, an eine cerebrosidspeichernde Funktion de: 
Milz zu denken. Da das Organ auf dem Gebiete des Cholesterin. 
haushaltes eine derartige Rolle spielt, ist durch zahlreiche Unter. 
suchungen der Schulen von Lubarsch und Aschof/ sowie anderer Autoren 
erwiesen, in denen sowohl histologische wie chemische Untersuchungs. 
verfahren benutzt wurden. Auf dem so sehr viel schwierigeren Gebicte 
des Cerebrosidhaushaltes liegen derartige Untersuchungen an der 
normalen Milz kaum vor, werden wohl auch wegen des geringen Umlaufs 
und der dem Cholesterin gegeniiber stark eingeschrankten ErfaBbarkeit 
kleiner Cerebrosidkonzentrationen kaum zu erméglichen sein. [mmerhin 
gehort die Milz zu den wenigen Organen, in denen iiberhaupt unter 
normalen Verhaltnissen Cerebrosid nachweisbar ist. Auf eine speichernde 
Funktion weist die Ubersteigerung dieser Tatigkeit bei den verschiedenen 
Lipoidosen hin, bei denen ganz einseitig einzelne Lipoidfraktionen 
gestapelt werden. Endlich zeigt auch die Zusammensetzung der Milz. 
lipoide eine sonst nicht bekannte Mannigfaltigkeit. EL. Walz) hat unter 
den Lipoiden der Rindermilz eine cerebrosidartige Substanz gefunden, 
die sich von den bekannten Gliedern dieser Reihe durch eine rote 
Orcinreaktion und reichliche Bildung schwarzer Flocken bei der Hydro- 
lyse mit Schwefelséure unterscheidet. Offenbar handelt es sich hier um 
die gleiche Substanz, die neuerdings EF. Klenk in Gehirnen von an 
amaurotischer Idiotie Tay-Sachs Verstorbenen in starker Anreicherung 
vorgefunden und als ,,Substanz X*‘ bezeichnet hat 2 und die nach 
einer von Walz erwahnten Beobachtung Thierfelders und neueren 
Befunden von Schuwirth? auch im normalen Gehirn vorzukommen 
scheint. Eine Speicherungsfunktion der Milz fiir Lipoide verschiedenster 
Art ist demnach wahrscheinlich und, wenn auch bisher nichts tiber 
Schwankungen ihres Gehalts an diesen Stoffen in Zusammenhang mit 
der Reifung des Zentralnervensystems bekannt ist, muB sie doch als 


regulierendes Organ fiir diese Vorgange in Betracht gezogen werden. 


1 Walz, a.a.O. und zwar 8, 217. — 2 Baumann, Klenk u. Scheidegy: 
Ergebnisse Pathol. 30, 183, 1936; Klenk, Ber. ges. Physiol. 96, 659, 1936: 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, 128, 1939/40. — ° Schuwirth, ebenda 263. 
25, 1940. 
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Zur Kenntnis der Peptidasen. 
IV. Mitteilung!: 
Aminopolypeptidase und Apo-Dipeptidase. 
Von 
Ferdinand Schneider. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 
(Eingegangen am 22. April 1941.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den vorausgehenden Mitteilungen? ist die Erscheinung § be- 
schrieben worden, das Praparate der Aminopolypeptidase aus Hefe, 
die fiir sich allein gegeniiber Dipeptiden unwirksam sjnd, durch ein- 
wertige Anionen, beispielsweise Chloride, zusammen mit einer noch 
unbekannten Substanz, die in Hefekochsaften enthalten ist, zu einem 
dipeptidspaltenden Enzym erganzt werden kénnen. Von der normalen, 
auf anderem Wege zugang!ic hen und eingehend untersuchten Dipeptidase 
der Hefe unterscheidet sich diese ,,synthetisierte’* Dipeptidase in ihrer 
Reaktionskinetik und in ihrer quantitativen Spezifitat. 

Die beobachteten Erscheinungen kénnen in zweierlei Weise erklart 
werden: entweder erlangt die Aminopolypeptidase selbst durch die 
Kombination mit den genannten Hilfsstoffen die Fahigkeit, Dipeptide 
zu spalten, oder aber es ist in den untersuchten Enzympraparaten ein 
von der Aminopolypeptidase verschiedenes, erst in Gegenwart der 
genannten Aktivatoren wirksam werdendes Apo-Enzym, eine Apo- 
dipeptidase, als Beimengung enthalten. 

Die bisherigen Beobachtungen sprechen in ihrer Gesamtheit eher 
fiir die erste Annahme; sie haben keinen Anhalt dafiir ergeben, daB der 
zur Dipeptidase ergainzbare Enzymbestandteil von der Aminopoly- 
peptidase abtrennbar ware. Bei allen bisher angewandten Praparaten, 
in denen sich mit Cl’ und Hefekochsaft Dipeptidasewirkung hervorrufen 
lieB, ist immer Aminopolypeptidasewirkung vorhanden gewesen (Hefe- 
eiweiB, Aminopolypeptidasepraparate). Orientierende Versuche, in 
Aminopolypeptidasepraparaten z.B. durch langandauernde Dialyse, 
Elektrodialyse, Dialyse gegen Saure oder auch durch Enzymgifte, 
wie H,S, Cystein, KCN, die Aminopolypeptidasewirkung aufzuheben, 
fiihrten auch zum Verschwinden der Aktivierbarkeit gegen Leucyl- 

' Die Arbeit war bereits August 1939 abgeschlossen, doch wurde die 
Ver6ffentlichung zufolge meiner Einberufung verzégert. 2 W. Grabmann, 
W. Volmer u. V. Windbichler, diese Zeitschr. 298, 8, 1938; F. Schneider u. 
E. Graef, ebenda 307, 249, 1941; F. Schneider, ebenda 807, 414, 427, 1941. 
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glycin mit Cl’ und Kochsaft. Das py-Optimum fiir die Po XC|-|)j. 
peptidase! liegt nahe bei dem der Aminopolypeptidase fiir die Spaltung 
des Leucyl-glycyl-glycins. Das Verhalten gegeniiber Enzymgiften 
die Po XCl-Dipeptidase ist gegen HS und Cystein viel weniger emp.- 
findlich als die ,normale‘* Dipeptidase — ist dem der Aminopoly- 
peptidase viel ahnlicher als dem der ,normalen‘: Dipeptidase. 

In der vorhergehenden Mitteilung2 konnte gezeigt werden, daB sich 
Aminopolypeptidase und Dipeptidase sehr scharf in ihrem Verhalten 
gegen Aceton unterscheiden. Aminopolypeptidase wird namlich aus 
ihrer wasserigen Lésung durch Aceton bei wesentlich geringerer Konzen- 
tration als Dipeptidase gefallt, so daB sich die beiden Enzyme durch 
fraktionierte Fallung g’'att voneinander trennen lassen3, Da anzunehmen 
ist, daB das Verhalten gegen Aceton im wesentlichen durch die Art 
des hochmolekularen Bestandteiles dieser beiden Enzyme _ bestimmt 
wird, sollte es méglich sein, eine eventuell in den gereinigten Amino. 
polvpeptidasepriparaten vorhandene Apo-Dipeptidase auf diesem Wege 
von der Aminopolypeptidase abzutrennen. Es miiBten dann Amino- 
polypeptidasepraparate erwartet werden, die nur noch eine Wirkung 
auf d, l-Leucyl-glycyl-glycin ausitiben, ohne mit Cl’ und Kochsaft gegen 
Leucyl-glycin Aktivitat zu zeigen. 


Tabelle I. 
20 mg des Aminopolypeptidasetrockenpraparates Nr. 12 wurden in 15 ccm 
Wasser gelést, vom Ungelésten abzentrifugiert und, wie bei der Darstellung 
von Aminopolypeptidasetrockenpraparaten beschrieben ‘4, mit 7,5 cem Aceton 
gefallt und die Fallung mit Aceton und Ather in ein Trockenpraparat iiber- 
gefiihrt. 5 mg Ausbeute. 
Ausgangspraparat: 20mg A.Po. 12 (Po.W 75) 150 Po. E. 
50% Acetonfaillung: 5 mg A. Po. 12 (Po.W. 150) 75 Po. E. 





LG. -Spaltung* LG.-Spaltung* 
Ausgangspraparat in ccm 50 % Acetonfillung in cem 
a0 KOH |} n/20 KOH 


mg (7,5 Po. E.) 


1 mg (7,5 Po. E.) 0,00 |oan 5 
1 ,, +0,2 Mol/Liter KCl 1,43 | 0,5 ,, + 0,2 Mol/Liter K Cl 
1 | 0,5 


os + 0,2 » +0,2 9» 
+ 15 mg Kochsaft- Pr. 2 1,79 — 15 mg Koohsaft- Pr.2 


* Spaltungszeit 1 Stunde, Volumen der Titrationsprobe 2ccm; beziiglich aller iibrigen ex 
perimentellen Einzelheiten dieser und der folgenden Versuche vgl. I. Mitteilung, F. Schneider und 
E.Graef, diese Zeitschr. 1. c. 


Durch die fraktionierte Acetonfallung ist zwar eine Reinheits- 
steigerung beziiglich der Aminopolypeptidase um das Doppelte ein- 

‘ Mit Cl und Kochsaft (X) aktivierte Dipeptidase, vgl. Il. Mitteilung: 
F. Schneider, diese Zeitschr. 807, 414, 1941, und zwar 8. 424. — ? IIT. Mit 
teilung: F. Schneider, diese Zeitschr. 807, 427, 1941. — *Vgl. auch W. Grafi- 
mann u. L. Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 26, 1929. 4 Vel. 
III. Mitteilung, 1. ¢. 
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getreten, mit der aber die Po XCl-Dipeptidase im wesentlichen gleich- 
ging. Nur die Wirksamkeit des chloridaktivierten Enzyms in Kochsaft- 
abwesenheit bleibt im Vergleich zu Polypeptidasepraparaten etwas 
guriick. Dies kann durch die Annahme erklart werden, da8 durch die 
fraktionierte Acetonfallung ein Teil der in den Aminopolypeptidase- 
priparaten enthaltenen Kochsaftkomponente X abgetrennt worden 
ist!, Ein weiterer Fraktionierungsversuch, der in Gegenwart von Chlorid 
durchgefiihrt wurde, ergab ahnliche Resultate. 


Ebenso fiihrt die Fraktionierung mit Aceton in Hefemacerations- 
siften, wobei in der ersten Fraktion Aminopolypeptidase, frei von nor- 
maler Dipeptidase, erhalten werden kann?, zu Aminopolypeptidase- 
priparaten, welche nach Zusatz von Chlorid und Kochsaft die auf 
Grund ihrer Polypeptidasewirkung zu erwartende Wirkung gegen 
Leucyl-glycin besitzen. 

50 g Trockenhefe wurden mit 150 ccm Wasser 48 Stunden maceriert 
und der Macerationssaft mit Barytwasser, wie friiher beschrieben , 
weiter behandelt. 

Macerationssaft : 56 cem. 

leem auf 10 ccm verdiinnt, davon 1 cem: 

LG. 1,93cem n/20 KOH; 540 Di. E. 
LGG,. 1,32 cem n/20 KOH; 370 Po. E. 
Nach Barytfallung: 120 cem. 1 cem auf 5 cem verdiinnt, davon leem: 
LG. 0,83cem n/20 KOH; 250 Di. E. 
LGG. 1,02 cem n/20 KOH; 310 Po. E. 


Acetonfallung: Nach der Barytfallung wurde mit Essigsdéure auf 
pu = 7,0 gebracht, wobei ein Niederschlag ausfiel, der abzentrifugiert 
wurde. Das Uberstehende wurde dann unter den iiblichen Bedingungen 
mit 40% Aceton gefallt. Die Acetonfallung wurde in wenig Wasser 
gelést, vom Ungelésten abzentrifugiert und zu 25 ccm aufgefiillt. 


Uberstehendes: 25 cem. 1 ccm auf 20 cem verdiinnt, davon 1 cem: 
LG. 0,00 cem n/20 KOH. 
LGG. 1,28cem n/20 KOH; 320 Po. E. 
Trockengewicht der Acetonfallung: 3 cem, 24,8 mg, Po.W. 15. 


Die Halfte der im obigen Versuch erhaltenen Endlésung wurde 
unter Kiskithlung mit 1] ccm 2,5°iger Trichloressigsdurelésung gefiallt, 
die sofort abzentrifugierte und in der Zentrifuge gewaschene Fallung 
wurde unter Zusatz von etwas Phosphatpuffer py 7.8 gelést ; die Lésung 
des Trichloressigsiure-Niederschlages enthielt noch 40 Po.E., ihr Di- 


> 


1 Vgl. II. Mitteilung, |. c., und zwar S. 425. — ? Vgl. III. Mitteilung, 
l.c., und zwar S. 428, Tabelle II. — * III. Mitteilung, 1. c. 
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Tabelle II. 
Macerationssaft aus 50 g Trockenhefe 540 Di. E.; 370 Po 
Nach Barytfallung 250 Di. E.; 310 Po. EF 
Acetonfallung, 40 °, 0 Di. E.; 320 Po. FE 


Verhalten der Acetonfillung gegen LG. in Gegenwart von KC] uy 
Kochsaft : 





LG.-Spaltung 
in cem n/20 KOH 


0,5 cem (6,4 Po. E.) 0,06 
05 ,, + 0,2 Mol/Liter KCl 1,32 
C8 60.308 ” » + 15mg Kochsaft-Tr.-Pr. 1 1,64 


peptidspaltungsvermégen nach Zusatz von Chlorid und Kochsaft 
entsprach wiederum der Polypeptidasewirksamkeit. Die Restlisuny 
der Trichloressigsiurefaillung war gegen Leucyl-glycyl-glycin wie auch 


nach Zusatz von Chlorid und Kochsaft gegen Dipeptid unwirksam 


Tabelle III. 
Ausgangslésung . 128 Po. E 
Nach Zusatz von Trichloressigsiure: Niederschlag 40 Po. E. 
Uberstehendes 0 Po. E 





LG.-Spaltung LG.-Spaltung 
Uberstehendes in cem Niederschlag in ecem 
n/20 KOH n/20 KOH 
lcem + 0,2 Mol/Liter KCl 0,01 lecm (4 Po. E.) 
te ay! ee si +. 0,2 Mol/Liter KCl .. 0.62 
+ 15mg Kochs.-Tr.-Pr. 1 0,00 1 cem + 0,2 Mol/Liter KCl 
+. 15 mg Kochs.-Tr.-Pr. 1 1,52 


Alle bisherigen Versuche zur Abtrennung einer Apo-Dipeptidase 
aus den Aminopolypeptidasepraparaten sind also fehlgeschlagen. Mit 
einer gewissen Berechtigung darf daher vorerst angenommen werden, 
daB die Méglichkeit, durch Cl’ und Kochsaft in Aminopolypeptidase 
Dipeptidasewirksamkeit hervorzurufen, auf einer Eigenschaft der 
Aminopolypeptidase selbst beruht. Wenn das Zustandekommen dieser 
Dipeptidasewirkung durch eine einfache Reaktion verursacht wiirde, 


Tabelle IV. 





Aminopolypeptidasepriparat + K Claas + KClyax + Kochsatt,,,, 


Nr. mg Po. E. PoCl-Di. E. Po X Cl-Di. E 





0,33 0,83 
0,28 1,40 
0,75 1,74 
0,81 1,90 
0,94 2,60 
1,34 2,50 
0.75 1,86 
0,62 1,76 
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muBte die durch maximale Aktivierung mit Cl’ und Kochsaft erzielbare 
Dipeptidaseaktivitat mit der Polypeptidaseaktivitat streng parallel 
gehen. Fir eine Reihe von Aminopolypeptidasepraparaten trifft dies 
auch annahernd zu, es gibt aber auch erhebliche Abweichungen, wie die 
vorstehende Tabelle LV zeigt. 


Chioridaktivierung bei der Tripeptidspaltung. 


Die bisher mitgeteilten Versuche stiitzen die Annahme, da die 
Aminopolypeptidase und die nach Zusatz von Chlorid- und Kochsaft- 
aktivator gegen Dipeptid wirksam werdende Komponente des Enzym- 
systems identisch sind. Diese Annahme erfahrt eine weitere Stiitze 
durch die Feststellung, daB auch die T'ripeptidspaltung der Aminopoly- 
peptidase chloridabhangig ist, eine Tatsache, die bisher vermutiich 
deswegen unbekannt geblieben ist, weil die Polypeptidasewirkung in 
den zur Bestimmung dieses Enzyms iiblichen Versuchsansatzen in 
Gegenwart von Ammonchlorid gemessen wird!. 

Phosphationen haben praktisch keinen aktivierenden EinfluB. 


Tabelle V. 
Die Spaltansatze enthielten in 5cem 0,6 Millimol LGG., die mit NH, auf 
pu = 7,0 gebracht waren. Titrationsprobe 2 cem, Spaltungszeit 1 Stunde, 
f= 40". 





Spaltung von LGG. in cem n20 KOH 
unter Zusatz von 
ohne - — —- 
Zusatz m/30 Phos- 0,2ccem n NH,CI 
phat puffer + m/30 Phosphatpuffer 


0,17 mg Aminopolypeptidase 0 0,05 0,02 0,38 
7 0,80 0,96 1.90 * 


sf 2h) bad 
* Beinahe Durchspaltung. 
Tabelle VI. 
Dem normalen LGG.-Spaltansatz? (aber ohne NH,Cl) waren die ent- 
sprechenden Mengen Neutralsalze zugesetzt. 





LGG.-Spaltung LGG.-Spaltung 

Zusatz in m/30 Phos- Zusatz in m/30 Phos- 
phatpuffer mit phatpuffer mit 

~~ —____—__—__—_—_—— 0,1 mg A.-Po.9 ——$$___ - 0,1 mg A.-Po. 9 
Verbindung Mol Liter eemn'20 KOH Verbindung Mol Liter eem n 20 KOH 


- 0,76 8 RE CLES 0,2 1.60 
0,2 1,60 0.1 0,92 
0,2 1,60 Pe 0.1 0,53 
0,2 1,61 [H.}.80, ....| 0 0,50 
0,2 1,27 -Lac *F 0.1 0.68 
0,2 1,65 gS 0.1 0,75 


Kein Zusatz .. 





1 W.Grabmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 202, 1927. Vgl. auch 
R. Willstatter u. W. GraBmann, ebenda 1538, 250, 1926. — ? Vel. I. Mit- 
teilung, |. c. 
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Wie die vorstehende Tabelle VI zeigt, kommt die aktivierende 
tigenschaft hauptsachlich den einwertigen Anionen der Halogenreihe zu. 
wahrend die gepriiften Kationen keinen Einflu8 zu haben scheinen. 
Aminoséuren aktivieren die Spaltung des Leucyl-glycyl-glycins 
ebensowenig wie diejenige des Leucyl-glycins (Tabelle VII). Dies gilt 
auch fiir Versuchsansitze, welche Chlorid enthalten (Tabelle VIII). 


Tabelle VII. 
Dem normalen 5ccm LGG.-Spaltansatz (aber ohne NH,Cl) waren die 
jeweils angegebenen Mengen Aminosauren (py = 7,0) zugesetzt. 





LGG.-Spaltung LGG.-Spaltung 
mit 0,1 mg y mit 0,1 mg 
A.-Po. 9 in Zusatz A.-Po. 9 in 

ecm n/20K OH ecm n/20 KOH 


Ohne Aminoséurezusatz 0,71 0,8 cem m/10 Asparagin- 

0,8cem m/10 Prolin ... 0,69 OMe shaken k 6 0,73 

0,8 ,, m/10 Oxyprolin 0,45 0,8 ccm m/10 Serin .... 0,69 

0,8 ,, m/10 Glutamin- 0,8 ,, m/10 Glykokoll 0,49 
séure 0,73 0,8 ,, m/10 Arginin.. 0,70 

0.8 , m/10 Lysin ... 0,60 





Tabelle VIII. 


Dem normalen LGG.-Spaltansatz (aber ohne NH,Cl) waren die ent- 
sprechenden Mengen Chlorid bzw. Chlorid + Aminosiuren zugesetzt. 





LGG.-Spaltung LGG.-Spaltung 
von 0,1 mg von 0,1 mg 
- ¢ “Po 
#0,5.cem Zusate 108 com 
2nKCl in | 2n KCl in 
cem n/20 KOH ecm n/20 KOH 


1,20 0,8cem m/10 Leucin... 1,11 
0,8 ,, m/10 Serin.... 0,96 
1,31 0,8 ,, m/10 Arginin.. 1,08 


Ohne Aminosaurezusatz | 
0,8cem m/10 Glutamin- | 





Die Zeit-Umsatzkurven fiir die Spaltung von Leucyl-glycyl-glycin 
zeigen mit und ohne Chlorid iibereinstimmenden Verlauf (Abb. 1), wenn 
gleich wirksame Mengen des aktivierten und des nicht aktivierten Systems 


Tabelle IX. 


Es wurde in 20 ccm Versuchsansatzen gemessen, die soviel LGG. (ohne 


NH,Cl, aber mit Phosphatpuffer) enthielten, daB8 in der Titrationsprobe 
von 2 cem dieselben Konzentrationen vorhanden waren wie beim normalen 
LGG.-Ansatz. 





LGG.-Spaltung LGG.-Spaltung 
| . 16 , Fy . 9 r , 
Zeit in cem n/20 KOH von _ Zeit in ecm n/20 KOH von 
in Min. | lmg A.Po. 9 0,4 mg A.Po. 9 in Min. lmg A.Po. 9 0,4mg A. Po. 
ohne Chlorid +2eem2nKCl ohne Chlorid +2ccm2nk! 








0,00 0,00 45 | 0,86 0,91 
0,17 0,19 60 1,09 1,12 
0,27 0,32 90 1,52 1,59 
0,66 0,67 120 1,70 1.66 
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angewandt werden. In einem Versuchsbeispiel war | mg des nicht akti- 
vierten Enzyms ebenso wirksam wie 0,4mg des chloridaktivierten 
Enzyms. Das geschilderte Verhalten spricht dafiir, daB beide, die 
aktivierte und die nicht aktivierte Aminopolypeptidase, eine sehr 
ihnliche, wenn nicht die gleiche on 
Kinetik besitzen. ccm 
160 
Die Konzentrationsabhangig- 
keit der Chloridaktivierung zeigen 
die Versuche der Tabelle X und 
der Abb. 2. Nahezu vollstandige 
Aktivierung ist in 0,004 n, voll- 
stindige in 0,01 n Chloridlésung 





« A. Po. ohne Cl 


erreicht. Als Dissoziationsrest- > APo.9 mit CL 


kurve gedeutet wiirde die Kon- 
zentrationskurve etwa einer Disso- 





ziationskonstanten von 0,0005 6 3 60 % 9% 05 10min 
Mol /Liter KCl entsprechen. Zeit 
Abb. 1. 
Tabelle X. 


Dem normalen 5 ccm LGG.-Spaltansatz (aber ohne NH,Cl) waren 
wechselnde Mengen KCl zugesetzt. 





LGG.-Spaltung - LGG.-Spaltung 
von 0,3 mg Zusatz von K Cl von 0,3 mg 
A. Po. 12 in A. Po. 12 in 

com | Mol/Liter cem n/20 KOH ecm Mol/Liter ccm n/20 KOH 


Zusatz von KCl 














0,00 0,0000 0,40 0,50 n/10 0,0100 1,60 
0,25 n/100 0,0005 0,79 0,25 2n 0,1000 1,68 
0,50 n/100 0,0010 1,05 1,00 2n 0,4000 1,66 
2,00 n/100 0,0040 1,51 
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Abb. 2. 
Hefekochsaft vermag in Aminopolypeptidase, die mit Cl’ maximal 
aktiviert ist, keine weitere Steigerung der Leucyl-glycyl-glycin-Spaltung 
hervorzurufen. 
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Tabelle XI. 
Dem normalen 5 cem LGG.-Spaltansatz (dieser enthielt die zur maximalen 
Aktivierung schon ausreichende Menge Cl’) wurde Kochsaft zugesetzt 





LGG.-Spaltung in cem n20 KOH 
+ Kochisaft 


A.Po. + Clagz | A-P0. + Cl maz 


mar 


1 com Aminopoly peptidase-Lésung A 0,88 0,90 
1 cem Aminopoly peptidase-Lésung B ° 1,67 1,66 


In Aminopolypeptidase, die keinen Chloridzusatz enthielt, wurden 
dagegen Aktivierungen durch Hefekochsaft erzielt, die aber auf Grund 
der groBen Empfindlichkeit der Aminopolypeptidase gegen Cl-lonen 
ebensogut dem Gehalt des Kochsaftes an einwertigen Lonen zugeschrieben 
werden kénnen. 

Tabelle XII. 
Dem normalen 5 cem LGG.-Spaltansatz (aber ohne NH,Cl) wurden 
wechselnde Mengen Hefekochsaft-Trockenpraparat Nr. 2 zugefiigt. 





LGG.-Spaltung von 
0,3mg A. Po. 12 
in ccm n/20 KOH 


LGG.-Spaltung von 
0,3mg A. Po. 12 
in ecm n20 KOH 


Kochsaftzusatz 


K ochsaftzusatz 
i in mg 


in mg 


ohne 0,40 3,0 0,56 
0,3 0,42 15,0 0,72 
0,6 0,43 30,0 0,90 
1,5 0,48 60,0 1,03 





15mg des Hefekochsafttrockenpraparates 2 enthalten z. B. soviel 
Chlorionen, daB eine Kenzentration von 0,0005 Mol/Liter Cl’ im Ver- 
suchsansatz zustande kommt. Die dieser Cl’-Konzentration — ent- 
sprechende Aktivitét aus Abb. 2 entspricht aber der mit Kochsaft 
erhaltenen. 

Eine aktivierende Wirkung des Hefekochsaftes kann also bis jetzt 
nicht mit Sicherheit festgestellt werden. 
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Zur Kenntnis der alkoholischen Girung 
in dem intakten Fermentsystem der Hefezelle 
und in desorganisierten Zymasesystemen. IV. 

Von 
Ragnar Nilsson und Jim Westerberg. 

(Aus Wenner-Grens Institut, Abteilung fiir physiologische Chemie, Stockholm, 
und dem Institut fiir Mikrobiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Schwedens, Uppsala.) 

(Eingegangen am 18. April 1941.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit ist als eine Erganzung der III. Mitteilung! 
dieser Reihe zu betrachten. Die allgemeinen methodischen Angaben 
in dieser Mitteilung sowie auch die dort entwickelten theoretischen Vor- 
stellungen beziehen sich ebenfalls auf die jetzt zu beschreibende Unter- 
suchung, so daB beziiglich Einzelheiten auf die genannte III. Mitteilung 
verwiesen werden kann. Hier mag nur erwahnt werden, daB die Gar- 
versuche durchwegs bei 36° vorsenommen wurden. Die zur Aufhebung 
der Garungsinduktion benutzte Zymophosphatlésung enthielt etwa 
5° hexosediphosphorsaures Na. 

Zu samtlichen Versuchen mit Trockenhefe, die hier mitgeteilt werden, 
wurde ein und dasselbe Trockenhefepraparat benutzt, nimlich eine ,,intakte 
Trockenhefe*‘ aus untergariger Bierhefe der Hamburgerbrauerei, Stockholm. 
Die Selbstgirung von 200 mg dieses Trockenhefepraparates (Endwert nach 
270 Minuten) betragt 3,7 cem CO,. Bei gewissen Versuchsanordnungen 
mu — wie in der ILI. Mitteilung, S. 288, dargelegt ist wegen des Gehalts 
der Trockenhefe sowie des Zymophosphatpraparats an freier Phosphorsiure 
eine Korrektur angebracht werden. Diese betragt 6,5 mg P,O;, was nach 
Hardens Gleichung 8,2 mg vergorener Glucose oder 2,2 cem entwickelter 
CO, entspricht. 


Die meisten Versuche sind unter Verwendung von verschiedenen 


Trockenhefepraparaten wiederholt worden, wobei die erhaltenen 


Ergebnisse véllig bestatigt werden konnten. 


I. Girungshemmung ohne Desorganisierung. 


Eine Garungshemmung ohne gleichzeitige Desorganisierung kommt 
in Versuchen mit Glycerinzusatz zu der Garungsmischung sehr schén 
zum Vorschein (Abb. 1). 


1 Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 804, 285, 1940. 
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Wie aus Abb. 1 ersichtlich, wird durch Glycerin die Gargeschwindiv. 
keit in den Garungsmischungen ohne und mit Phosphatzusatz in 
gleichen Mabe herabgesetzt. In den Garungsmischungen ohne Phosphat- 
zusatz behalt die Garkurve auch unter dem Einflu8 des Glycerins 
ihren geradlinigen Verlauf. 





€ 
Ss 


Glucose —e 











¥ § 6 St. 
Abb. 1. Einwirkung von Glycerin auf den Girverlauf in der intakten Trockenhefe. 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucose 
+ 0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 
Die Garungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven 
Zusatz von Phosphat (aiquivalent mit 100mg Glucose) angesetzt. 
Die molare Glycerinkonzentration in der Girmischung ist bei jeder Kurve angegeben 


Durch Natriumlactat wird eine Garungshemmung hervorgerufen, 
die sich in den Ansaétzen mit Phosphatzusatz starker bemerkbar macht 
als in den Ansatzen ohne Phosphatzusatz (Abb. 2). 


Die durch Natriumlactat hervorgerufene Garungshemmung ist, 
wie Abb.2 zeigt, nicht mit einer Desorganisierung verbunden. Aus 
dem Versuch in 0,25 molarer Natriumlactatlésung ist ersichtlich, daji 
Natriumlactat eine Verlangerung der Garungsinduktion —bewirkt. 
Hierdurch erklart sich vielleicht, wenigstens zum Teil, die Beobachtung. 
daB sich die Gairungshemmung durch Natriumlactat bei Zusatz von 
Phosphat zu der Girungsmischung verstarkt. 


AnschlieBend wurde die Phosphatbilanz untersucht. Es ergah 
sich dabei, da8 in der lactatvergifteten Garungsmischung keine ver 
stirkte Anhaufung von schwerhydrolysierbaren Phosphorsaureestern 
stattfindet. In Versuchen ohne Zuckerzusatz wurde festgestellt, dal 
keine Phosphorsadureveresterung der Milchsaéure vorliegt. 
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Abb. 2. Einwirkung von Natriumlactat* auf den Girverlauf in der intakten Trockenhefe. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucose 
+ 0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 

Die Garungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven) 
Zusatz von Phosphat (aiquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 

Die molare Natriumlactatkonzentration in der Girmischung ist bei jeder Kurve angegeben. 


* Die zu den Versuchen benutzten Natriumlactatlésungen waren durch Zusatz von HCl auf 
Pa 6,5 gebracht. 
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Abb. 3. Einwirkung von NaCl! auf der Girverlauf in der intakten Trockenhefe. 
Zu jeder Giirungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucose 
+ 0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 
Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven) Zusatz 
von Phosphat (aquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 
Die molare NaCl-Konzentration in der Garungsmischung ist bei jeder Kurve angegeben 
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Durch Zusatz von NaCl zu der Garungsmischung wird eine Garunys. 
hemmung hervorgerufen, ohne daB dabei eine wesentliche Desorgani. 
sierung des Zymasesystems stattfindet (Abb. 3). 

Die Garungshemmung durch NaCl macht sich in den Garungs. 
mischungen ohne Phosphatzusatz etwas starker bemerkbar als in den 
entsprechenden Garungsmischungen mit Phosphatzusatz. Méglicher- 
weise liegt hier neben der Hemmung der klassischen Zymase gleichzeitig 
eine wenig ausgepragte Desorganisierung des Zymasekomplexes vor, 
Immerhin ist zu bemerken, daB in den Garungsmischungen ohne 
Phosphatzusatz die Garungshemmung schon von Anfang an einsetzt. 
Bei einer reinen Desorganisierung tritt die Garungshemmung erst nach 
Veresterung von dem Phosphatvorrat der Trockenhefe klar in Er. 
scheinung. Ferner bewirkt in den Garungsmischungen mit Phosphat- 
zusatz NaCl keine Verscharfung des Knickes der Gairkurve, was dagegen 
bei einer typischen Desorganisierung immer der Fall ist. In dem Ab- 
schnitt tiber die Einwirkung von Metallionen werden wir weitere Bei- 
spiele von diesem Typus der Garungshemmung kennenlernen. 


II. Einwirkung von Lipoidlésungsmitteln. 


In der III. Mitteilung wurde gezeigt, daB Lipoidlésungsmitte), 
wenn sie in der Garmischung vorhanden sind, eine ausgepragte Des. 
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Abb. 4. Einwirkung von Athylalkohol auf den Giirverlauf in der intakten Trockenhefe. 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucos¢ 
+ 0,lcem Zymophosphatlisung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 
Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurve! 
Zusatz von Phosphat (iiquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 
Der Alkoholzusatz zu der Garungsmischung ist bei jeder Kurve in cem 95,5 %igem Alkol 
angegeben. 
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esystems der intakten Trockenhefe bewirken. 


Es wurden damals ausschlieBlich nicht wasserlésliche Lipoidlésungs- 
mittel gepriift. In der vorliegenden Untersuchung wurde gezeigt, daB 
durch wasserlésliche Lipoidlésungsmittel eine noch scharfer ausgepragte 


Desorganisierung bewirkt 


werden kann. 


Die sehr starke desorganisierende Wirkung von Athylalkohol geht 


aus Abb. 4 hervor. 


DaB es sich hier um eine Desorganisierung des Zymasesystems 


handelt und nicht etwa u 


m eine Zymasevergiftung, die in den Garungs- 
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Abb. 5. Einwirkung von Athylalkc 
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yhol auf den Girverlauf in der intakten Trockenhefe bei verschie- 


denen Phosphatmengen in der Garungsmischung. 


Zu jeder Girungsprobe (Gesan 


itvolumen 2 ecm): 200 mg intakte Trockenhefe + 200 mg Glucose 


+ 0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 


AuBerdem zu Probe: 


A und A; —; 

B,, B, Phosphat iquivalent mit 50 mg Glucose 
Cy, G re 100 

DP » DD; ae 150 

By, @ ys 200 ,, 


Die Proben A, bis E, enthalten dazu noch 0,2 cem 95,5 % igen Athylalkohol. 


Aus dem Phosphatgehalt der 


Girungsmischungen berechnet sich nach Hardens Gleichung die 


Lage des Knickpunktes in den Girungsproben A, bis E, zu 8,2 bzw. 33,2, 58,2, 83,2 und 100 mg 


vergorener Glucose oder 2,2 bzw. 
Die Giirkurven ohne Alkohol 


8,8, 15,5, 22,2 und 26,7 cem entwickelter CO,. 
zusatz gestrichelt. 


19* 
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mischungen mit Phosphatzusatz wegen Schutzwirkung des Phosphats 
ausbleibt, geht (vgl. III. Mitteilung, S. 304) aus Garversuchen mit 
variierenden Phosphatmengen in der Gérungsmischung hervor (Abb. 5 
In Abb. 5 wird fiir jede Phosphatmenge die nach Hardens Gleichung 
berechnete Lage des Knickpunktes durch eine gestrichelte Ordinate 
angegeben. Fiir den Phosphatgehalt der Trockenhefe ebenso wie fii: 
den Gehalt des Zymophosphatpraparates an anorganischem Phosphat 
wird — wie 8, 255 angegeben eine Korrektur angebracht. Diese 
Korrektur betragt 6,5 mg P,O;, was nach Hardens Gleichung 8,2 my 
vergorener Glucose oder 2,2 ccm entwickelter CO, entspricht. 
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Abb. 6. Einwirkung von Alkoholmengen, die wihrend der Girung gebildet werden, auf den Verlauf 
der Girkurve bei der intakten Trockenhefe. 

Aus Gay-Lussacs Gleichung berechnet sich die aus 100 bzw, 200 mg Glucose bei vollstindige: 
Vergiirung gebildete Menge Alkohol zu 51 bzw. 102 mg. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucos¢ 
+ 0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 

Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven 
Zusatz von Phosphat (iquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 

Der Alkoholzusatz zu der Giirungsmischung ist bei jeder Kurve in mg angegeben. 


Nachdem also nunmehr die stark desorganisierende Wirkung von 
Athylalkohol festgestellt worden ist, erhebt sich die Frage, inwieweit 
im Laufe der Garung der aus dem Zucker gebildete Alkohol eine Des 
organisierung hervorruft. Bei der Vergérung von sehr groBen Zucker 
mengen mu offenbar mit einer aus diesem Grunde allmahlich ein 
tretenden Desorganisierung gerechnet werden. In unseren Versuche! 
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betragt die Zuckermenge als Regel 100 mg oder, unter Umstanden, 
2900 mg. Durch den folgenden Versuch wollten wir klaren, ob der bei 
der Vergarung von diesen Zuckermengen gebildete Alkohol eine wesent- 
liche Desorganisierung zu bewirken vermag (Abb. 6). 

Aus Abb. 6 geht hervor, dafB schon die Menge Alkohol, die in der 
Garmischung bei der vollstandigen Vergéirung von 100 mg Glucose 
entsteht, eine nicht zu vernachlassigende Wirkung auf den Verlauf der 
Garung hat. Eine Alkoholmenge, die der vollstandigen Vergarung von 


200 mg Glucose entspricht, ruft eine ziemlich ausgesprochene Des- 


organisierung hervor. Offenbar mu bei der Vergirung von gréBeren 
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Abb. 7. Einwirkung von Athylalkohol auf den Girverlauf in lebender Hefe. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 76mg (Trockengewicht bei 105°) frischer 
untergiriger Bierhefe' + 100mg Glucose + 0,1cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige 
Acetaldehydlésung. 

AuBerdem zu Probe: 

A und A, : 

B und B, Phosphat diquivalent mit 100 mg Glucose. 
Die Proben A, und B, enthalten dazu noch 0,4 cem 95,5 % igen Athylalkohol. 
Die Girkurven ohne Zusatz von Phosphat gestrichelt. 


' Aus der Hamburgerbrauerei, Stockholm. 


Zuckermengen mittels intakter Trockenhefe mit einer durch den ge- 
bildeten Alkohol allmahlich eintretenden Desorganisierung gerechnet 
werden. 

Wie in der IIT. Mitteilung (S. 292 und 306) gezeigt wurde, laBt sich 
durch die stark desorganisierenden Mittel Toluol oder Desoxycholsaiure 
eine typische Differenzierung der Garkurve bei der intakten Trocken- 
hefe, nicht aber bei der lebenden Hefe bewirken. Der Grund dieses 
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abweichenden Verhaltens der lebenden Hefe wurde dort (S. 316) auch 
besprochen. In unseren Versuchen mit Athylalkohol begegnen uns 
vollig gleichartige Verhaltnisse (Abb. 7). 

Aceton wirkt auf den Garverlauf in der intakten Trockenhefe 
grundsatzlich in derselben Weise ein wie Alkohol (Abb. 8). 
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Abb. 8. Einwirkung von Aceton auf den Girverlauf in der intakten Trockenhete. 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucos: 
+ 0,lcem Zymophosphatlisung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 
Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven) 
Zusatz von Phosphat (iiquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 
Die molare Acetonkonzentration ist bei jeder Kurve angegeben. 


II. Einwirkung von Wasserstoffakzeptoren. 


Die Einwirkung von Wasserstoffakzeptoren auf den Garver!auf 
in der intakten Trockenhefe hat aus zweifachem Grunde Interesse. 
Eine tiefgreifende Verainderung des Garverlaufs kann hier einerseits 
dadurch bewirkt werden, daB der Wasserstoffakzeptor mit dem inter- 
mediar gebildeten Triosephosphat unter Phosphoglycerinsaurebildung 
reagiert. Andererseits liegt eine Méglichkeit vor, daB der Wasserstoff- 
akzeptor mit ungesattigten Fettsiureradikalen der regulatorisch be 
tatigten Hefelipoide in Reaktion tritt und dadurch eine Desorganisierung 
des intakten Zymasesystems hervorruft. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Einwirkung von 
Methylenblau, Formaldehyd, Acetaldehyd und Wasserstoffsuperoxyd 
studiert. Die Versuche sollen hier nicht in Einzelheiten wiedergegeben 
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werden, weil sich die Ergebnisse mit hinreichender Ausfiihrlichkeit 
wie folgt zusammenfassen lassen. 

Sowohl Methylenblau als auch Formaldehyd und Acetaldehyd 
iiben eine deutlich wahrnehmbare desorganisierende Wirkung auf das 
Zymasesystem der intakten Trockenhefe aus. Gleichzeitig wird aber 
auch eine gewisse Garungshemmung in den Garansatzen mit Phosphat- 





15 
com 




















10 | 
e, : 
4 


Abb. 9. Aufhebung der Girungsinduktion durch H,0O,. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2ccm): 1 cem Macerationssaft + 100 mg Glucose 
+ Phosphat aiquivalent mit 100 mg Glucose. 

Die Girungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven) 
Zusatz von 0,1 ccm Zymophosphatlésung angesetzt. 

Der Zusatz von H,O, zu der Girungsmischung ist bei jeder Kurve in mg angegeben. 

In besonderen Ansiitzen ohne Glucose wurde festgestellt, daB die wihrend der Girung aus 
H,O, entwickelte Menge O, in keiner Gairungsprobe 0,3 ccm tiberschreitet. 


zusatz bewirkt und die Desorganisierung tritt deswegen weniger klar 
zutage als in den Versuchen mit Lipoidlésungsmitteln oder gallensauren 
Salzen. In den Versuchen mit Methylenblau wurde besonders unter- 
sucht, ob unter dem Einflu8 von diesem Wasserstoffakzeptor eine 
Anhaéufung von Phosphoglycerinséure stattfindet. Dies scheint aber 
nicht der Fall zu sein. 

Eine desorganisierende Wirkung von H,O, konnte noch bei einer 
H,O,-Konzentration in der Gairmischung von 2°, 
werden. 


nicht festgestellt 


Es verdient erwahnt zu werden, daB H,O, ahnlich wie Wasserstoff- 
akzeptoren wie Methylenblau oder Acetaldehyd die Fahigkeit besitzt, 
die Garungsinduktion aufzuheben. Dies tritt in Géaransatzen mit 
Macerationssaft und ohne Zugabe von Hexosediphosphorsdure besonders 
klar hervor (Abb. 9). 


IV. Einwirkung von Schwermetallsalzen. 


Die Verhaltnisse lassen sich hier wegen der immer eintretenden 
reinen Giftwirkung schlecht tiberblicken. Hierzu kommt haufig noch 
der Umstand, da eine Ausfallung von schwerléslichem Metallphosphat 
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in den Garansitzen ohne besonderen Phosphatzusatz leichter eine 
Garungshemmung mit sich bringt als in den Garansatzen, die eine 
Menge Phosphat enthalten, die im Vergleich zu der benutzten Menve 
Metallsalz gro} ist. 


Bei keinem der hier studierten Schwermetallsalze [ZnCly, Cd, 
HgCl,, CuCl,, Ag NO3, Pb(N Og)o] konnte eine typisch desorganisierende 
Wirkung nachgewiesen werden. Manchmal treten ahnliche Garunys- 
hemmungen auf wie unter dem EinfluB von hohen NaCl-Konzentrationen 
(vgl. S. 257). Es mag aber bemerkt werden, daB Pb(N Os). einen Zustand 
hervorruft, der trotz der gleichzeitig eintretenden Zymasevergiftung an 
eine wahre Desorganisierung erinnert. 


Diskussion und Zusammenfassung. 


Die vorliegende Untersuchung bildet eine Erganzung der III. Mit- 
teilung! dieser Reihe, wo die Desorganisierung des intakten Zymase- 
systems durch verschiedenartige Eingriffe behandelt wurde. 


Im Gegensatz zu den damals beschriebenen Versuchen wird jetzt 
eingangs iiber Versuche berichtet, bei denen eine) Gérungshemmung 
ohne gleichzeitig eintretende Desorganisierung des intakten Zymase- 
systems zustande kommt. Besonders klar tritt eine derartige reine 
Hemmung der Zymasewirkung unter dem Einflu8 von Glycerin in 
Erscheinung. 


Die friiher mitgeteilten Versuche mit Lipoidreagentien werden jetzt 
durch Versuche mit wasserléslichen Lipoidlésungsmitteln erganzt. 
Durch Alkohol sowie durch Aceton wird eine Desorganisierung hervor- 
gerufen, die vielleicht noch scharfer ausgeprigt ist als in den friiher 
gegebenen Beispielen mit wasserunléslichen Lipoidlésungsmitteln. Es 
stellte sich heraus, daB schon verhaltnismaBig kleine Alkoholkonzentra- 
tionen in der Garmischung auf die Organisierung des intakten Zymase- 
systems stérend einwirken, so daB bei der Vergaérung von gréferen 
Zuckermengen mittels intakter Trockenhefe mit einer durch den ge- 
bildeten Alkohol allmahlich eintretenden Desorganisierung gerechnet 
werden mu. Ebensowenig wie durch die friiher benutzten Desorgani- 
sierungsmittel 1aBt sich durch Alkohol in Garansiétzen mit frischer Hefe 
eine typische Desorganisierung des Zymasesystems hervorrufen. In 
der III. Mitteilung (S. 316) wird der Grund dieses abweichenden Ver- 
haltens der frischen Hefe erértert. 


Es wird gezeigt, da Wasserstoffakzeptoren wie Methylenblau, 
Formaldehyd und Acetaldehyd eine deutlich wahrnehmbare des. 


1 Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 304, 285, 1940. 
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organisierende Wirkung besitzen, obwohl diese infolge der gleichzeitig 
eintretenden Giftwirkung weniger klar zum Vorschein kommt. In den 
Versuchen mit Methylenblau konnte eine vermehrte Anhaufung von 
Phosphoglycerinséure nicht festgestellt werden. Demnach diirfte die 
Differenzierung der Garkurve durch diese Wasserstoffakzeptoren nicht 
auf eine Festlegung der Phosphoglycerinsaéure zuriickzufiihren sein. Es 
wird auf die Méglichkeit hingewiesen, daB der Wasserstoffakzeptor mit 
ungesattigten Fettsiureradikalen der regulatorisch betatigten Hefe- 
lipoide reagiert und dadurch eine Desorganisierung des intakten Zymase- 
systems hervorruft. 

Es wurden zahlreiche Versuche mit Schwermetallsalzen ausgefiihet, 
wobei sich die Ergebnisse aber info!ge der Giftwirkung und der Aus- 
fallung von schwerléslichem Metallphosphat schlecht deuten lassen. 
In keinem Falle konnte eine typisch desorganisierende Wirkung nach- 
gewiesen werden. 














Uber die. Proteolyse von Eiweiffraktionen 
aus normalen und antitoxischen Seren durch Pepsin 
bei schwach saurer Reaktion. 

II. Mitteilung: 


Beitrige zur enzymatischen EiweiBanalyse. 


Von 
Hermann E. Schultze. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Behringwerke, Marburg a. d. Lahn.) 


(Eingegangen am 21. April 1941.) 


In einer vorangegangenen Untersuchung! konnte gezeigt werden, 
daB native antitoxinhaltige Immunseren wie Diphtherie-, Perfringens- 
und Tetanusserum von Pepsin wesentlich schwerer gespalten werden 
als normale oder antibakterielle Seren, und zwar konnten die gréBten 
Spaltbarkeitsunterschiede durch LEinhalten folgender Reaktions- 
bedingungen erzielt werden. 


1. Die Wasserstoffionenkonzentration war auf schwach saure 
Reaktion (py 4,5) einzustellen, eine fiir Pepsin in Anbetracht seines bei 
pu 1,5—2,5 liegenden Wirkungsoptimums ungewoéhnliche Saurestufe. 
Hierzu ist zu bemerken, daB die bei diesem py beobachteten Spalt- 
ergebnisse ausschlieBlich auf die Einwirkung von Pepsin zuriickzufiihren 
sind und nicht etwa auf Beimengungen von Kathepsin, das inzwischen 
von E. Freudenberg und Buchs? als Begleitferment des Pepsins im 
Magensaft nachgewiesen werden konnte. Die experimentellen Belege 
fiir diese Behauptung sollen im Zusammenhang mit einem Versuchs- 
bericht tiber Kathepsinspaltungen von Seren spater veréffentlicht 
werden. 


2. Die Spaltansaitze muBten stark verdiinnt werden. Die hierdurch 
erzielte Spalt barkeitssteigerung diirfte in erster Linie auf eine Anderung 
des Dissoziationszustandes der Serumproteine zuriickzufiihren sein, 
durch die die Zah! der Angriffspunkte im EiweiBmolekiil fiir das Ferment 
vermehrt wird. Daneben spielen aber sicher noch eine ganze Reihe 
anderer Verdiinnungseinfliisse eine Rolle, z. B. die Herabsetzung der 
Konzentration der Lipoide im Serum und anderer, erst bei der Verdauung 
entstehender Hemmungsstoffe. Ferner wird die Bildung stérendet 
EiweiBniederschlage und eine durch Anreicherung basischer Spalt- 


! Diese Zeitschr. 305, 196, 1940. — 2 Schweiz. med. Wochenschr. 70, 
249, 1940; vgl. auch E. Freudenberg, Enzymologia 8, 385, 1941. 
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produkte verursachte vorzeitige Erschépfung der Pufferkapazitat durch 
eine hohe Substratverdiinnung verhindert. 

3. Die Pepsinkonzentration muBte ziemlich hoch gehalten werden, 
wodurch bereits in wenigen Stunden der wesentlichste Teil des Spaltungs- 
ablaufes tiberblickt werden konnte. 

Die Ergebnisse der friiheren Untersuchung lassen sich kurz dahin 
zusammenfassen, daB es nicht die in einem antitoxischen Serum vor- 
handene Antikérpermenge ist, die diesem eine besondere Resistenz 
gegeniiber Pepsin verleiht, sondern daB die im Verlauf der Immuni- 
sierung auftretende Globulinvermehrung bzw. die ihr parallel laufende 
Albuminverminderung eine Herabsetzung der Spaltbarkeit bewirkt. 
Die Abhangigkeit des Spaltungsverlaufes von dem nach Howe! be- 
stimmten Albumin-Globulinquotienten der Seren ist eine sehr weit- 
gehende und wird von der Natur der anwesenden Antitoxine ebenso- 
wenig beeinfluBt wie von der Art der Serumspender, von denen bisher 
Pferde, Rinder und Hammel naher untersucht wurden. 

Die gefundene GesetzmaBigkeit wurde zunachst aus Beobachtungen 
bei nativen Vollseren abgeleitet. Sie stellt gewissermaBen die Grundlage 
einer Art enzymatischer Serumanalyse dar, durch die wie bei sehr 
vielen serodiagnostischen Reaktionen zwar fiir ein pathologisches 
Geschehen im Organismus charakteristische, aber letzten Endes un- 
spezifische Serumverdnderungen erfaBt werden. Es entsteht nun die 
Frage, ob die Methode der Pepsinspaltung bei schwach saurer Reaktion 
nicht dadurch spezifisch gestaltet werden kann, daB man sie auf zuvor 
isolierte SerumeiweiBkérper iibertragt. Von diesen sind die Globuline 
von besonderem Interesse, weil sie zu den Antitoxinen in naher Be- 
ziehung stehen und auf chemischem Wege meist nur unvollkommen 
von diesen zu trennen sind. Nach Pappenheimer, Lundgren und Williams? 
laBt sich das Diphtherieantitoxin nicht einmal mit Hilfe der Ultra- 
zentrifuge oder der Elektrophorese von einem ihm besonders nahe- 
stehenden unspezifischen Begleitglobulin des Diphtherieserums be- 


freien. Dagegen erscheint die Méglichkeit, auf enzymatischem Wege 


ein immunbiologisch aktives von einem normalen Globulin zu unter- 
scheiden, noch nicht erschépft, denn bei den bisherigen Untersuchungen 
mit Gesamtseren mu damit gerechnet werden, daB die Spaltung der 
nur in geringen Mengen vorkommenden Immunglobuline neben der der 
Begleitproteine nicht geniigend in Erscheinung tritt. Wir haben uns 
daher in diesem Bericht mit der Pepsinproteolyse von isolierten normalen 
und immunkorperhaltigen Euglobulinen und Pseudoglobulinen sowie 
von Albuminen verschiedener Tierseren befaBt. 


1 J. of biol. Chem. 49, 109, 1921. 2 J. of exper. Med. 71, 247, 
1940, 
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Den Verlauf der Spaltungen verfolgten wir mit der in der friiheren 
Arbeit beschriebenen nephelometrischen Technik, wobei wir wiederum von 
einer einheitlichen Substratverdiinnung von 0,04 °, EiweiB ausgingen. Das 
Ferment entstammte derselben Herstellung wie das friiher benurzte. Alle 
Spaltansitze wurden mit Verona! bei py 4,5 gepuffert und stets gleiche 
Mengen von 5ccm mit 10 ccm H,O verdiinnt und mit 4cem 20°, iger 
Sulfosalicylséurelésung versetzt. Nach den vorangegangenen Unter- 
suchungen stimmten die Triibungswerte der auf gleichen EiweiBgehalt ein- 
gestellten Ausgangsseren nicht tiberein. Da jedoch fiir alle Nativseren bei 
stufenweiser Verdiinnung ein nahezu gleichartiges Abhangigkeitsverhaltnis 
zwischen Triibungsabnahme und EiweiBabnahme beobachtet werden 
konnte, ergab sich die Méglichkeit, EiweiBdifferenzen nephelometrisch zu 
bestimmen. Da sich ferner zeigte, daB weder das zugefiigte Ferment noch 
die EiweiBabbauprodukte den jeweiligen Triibungsgrad beeinfluBten, lieB 
sich der Spaltungsverlauf bei Vollseren einwandfrei mit Hilfe von Triibungs- 
messungen verfolgen. Aus Tabelle I ist das Triibungsverhalten von EiweiB- 
fraktionen bei acht verschiedenen Verdiinnungsgraden ersichtlich, denen zum 
Vergleich am SchluB der Tabelle die bei Gesamtseren beobachteten Sulfo- 
salicylsiuretriibungen derselben Verdiinnungsstufen gegeniibergestellt sind. 

Die angefiihrten Gesamtglobuline wurden nach Howe aus je 100 cem 
Pferdeserum mit 3000 cem 22,2 °,iger Na,SO,-Lésung ausgefallt und nach 
dreistiindigem Stehen bei 37° durch Schleicher d& Schiill-Filtrierpapier 
Nr. 575 filtriert und mit 22,2°,igem Na,SO, gewaschen. Hierauf wurden 
die Globuline in Wasser gelést und durch Dialysieren von anhaftendem 
Salz befreit. Eine hierbei auftretende Ausfallung wurde durch n/10 NaOH 
in Lésung gebracht und die Fallung mit 22,2 °jigem Na,SO, noch eimmal 
wiederholt. Das Globulin wurde wie zuvor isoliert und salzfrei dialysiert. 
Auf diese Weise erhielten wir aus Normalserum Nr. 3609 eine Globulin- 
lésung von 1,3°, EiweiB, aus Diphtherieserum Nr. 484 (550fach, 7,41 
GesamteiweiB) ein antitoxisches Globulin von 2,14°, EiweiB und 110 AE 
im cem. 

Die Filtrate der Globulinfallungen wurden zur Abscheidung des Al- 
bumins mit Ammonsulfat gesattigt, die Niederschlige vereint dialysiert 
und geringe Mengen einer bei py 5,5 gebildeten lipoidreichen EiweiBflockung 
durch Zentrifugieren entfernt. Die aus Diphtherieserum gewonnene Al- 
buminlésung war antitoxinfrei und hatte einen EiweiBgehalt von 1,11 °, 
die aus Normalserum isolierte Albuminfraktion enthielt 1,1 Eiweif. 

Vor dem Versetzen mit Sulfosalicylsiure wurden die Serumfraktionen 
in der friiher beschriebenen Weise zundchst mit physiol. NaCl auf 0,1 
Eiwei8 und dann mit Veronalpuffer von px 4,5 auf 0,04 °, EiweiB® verdiinnt. 
Die Ausgangstriibungen wurden mit je 2 mg EiweifS = 5ccm dieser Ver- 
diinnung bereitet. Die Triibungsmessungen von acht Verdiinnungsstufen 
mit 1,78, 1,56, 1,33, 1,11, 0,89, 0,67, 0,45 und 0,22 mg Eiweif erfolgten 
ebenfalls in Veronalpuffer-Axffiiilungen (pq 4,5) von 5cem. Der in den 
Spaltansétzen benutzte Fermentzusatz von maximal 0,3 mg Pepsin fiir 
2mg EiweiB hatte keinen EinfluB auf die Triibungswerte von Serumeiweib- 
fraktionen und konnte daher bei unseren Kontrollversuchen weggelassen 
werden. 


Wenn wir in der friiheren Untersuchungsreihe bei Vol!seren in 


dem gewahlten Konzentrationsbereich kein lineares Abhangigkeits- 
verhaltnis zwischen Triibungs- und EiweiBabnahme fanden, so lag es 
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nahe, hierfiir die Heterodispersitat der vorwiegend aus Albuminen und 
Globulinen bestehenden EiweiBbestandteile der Seren verantwortlich 
zu machen. Besagt doch die Rayleighsche Formel, daB die Intensitit| 
des abgebeugten Lichtes nicht nur der Konzentration der dispersen 
Phase, sondern bei gleicher Konzentration auch dem Volumen der 
dispergierten Teilchen proportional ist. Bei isolierten EiweiBfraktionen.} 
zumal den nach ihrem Sedimentationsverhalten als homodispers zu 
bezeichnenden Serumalbuminen und -globulinen, war daher eher eine 
lineare, jedenfalls aber eine von den Gesamtseren abweichende Be- 
ziehung zwischen Triibungs- und EiweiBabnahme zu erwarten. Ein 
Vergleich der Versuchsreihen in Tabelle I lehrt jedoch, daB eine derartige 
Annahme sich nicht bestatigt, da die Triibungsabnahme der Eiweil-f 
fraktionen mit denen des Gesamtserums in den entsprechenden Ver- 
diinnungsintervallen weitgehend tibereinstimmt. Auch ein langeres 
Aufbewahren bei 5°, das im Verlaufe unserer Untersuchungen oft 
unvermeidbar war, ist ohne EinfluB auf das Ausmaf der Triibungs- 
anderungen bei stufenweiser EiweiSverdiinnung. Vergleicht man die 
Einzeltriibwerte, so ist bei den Sulfosalicylsiuretriibungen der Albumine 
stets eine starkere Lichtbeugung bzw. Reflexion zu erkennen als bei 
den Globulinen, Der Antitoxingehalt der letzteren wirkt sich jedoch 
nicht auf den Triibungsgrad aus. 
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Da unsere Spaltversuche auch auf antikérperhaltige und normale 
Pseudoglobuline und Euglobuline ausgedehnt werden sollten, mubtef 
auch fiir diese Fraktionen zunachst in einem Vorversuch die Abhangig- 
keit der Sulfosalicylsiuretriibungen vom EiweiBgehalt untersucht 
werden. SchlieBlich waren entsprechende Priifungen auch mit pro- 
teolytisch gereinigten Globulinen anzustellen, die wir ebenfalls in die 
Untersuchungen mit einbezogen, weil bei ihnen besonders hohe Anti- 
toxinanreicherungen erzielt werden konnten. 

Zur Gewinnung der Globulinfraktionen wurden 500 ccm frisches 
Normal- oder Diphtherieserum nach Abkiihlen auf 5° mit dem halben 
Volumen kalten Wassers verdiinnt und langsam unter Riihren mit 375 ccm 
kalter gesaéttigter Ammonsulfatlésung versetzt. Das bei dieser Konzen- 
tration ausgefallene Euglobulin wurde nach dreistiindigem Stehen bei 5° 
bei 3000 Touren abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde in kaltem dest. 
Wasser gelést, bei 5° gegen ebenfalls dest. Wasser salzfrei dialysiert und nach 
Versetzen mit 0,85°, NaCl mit !/,, NaOH auf px 7,2 eingestellt. 


CS 


aeialioys 


Das 1000 ccm betragende Zentrifugat wurde in der Kalte zur Halb- = 
sittigung mit 335ccm gesattigter gekiihlter Ammonsulfatlésung versetzt © 
und das ausgefallene Pseudoglobulin nach dreistiindigem Stehen bei 5° 
durch Zentrifugieren isoliert. Es wurde in eiskaltem Wasser gelést, durch © 
Dialyse bei 5° vom Ammonsulfat befreit und auf einen NaCl-Gehalt von F 
0,85°, und ein py von 7,2 eingestellt. 


Aus dem nicht ganz klaren Zentrifugat des Pseudoglobulins wurde nach 
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tration durchaus gleichartig andern und da die Anwesenheit von Aj). 
toxin keine Anderung der bei normalen Globulinen gemessenen Trib). 
werte bewirkt. Ein Vergleich der einzelnen Nephe!ometerablesunve: 
innerhalb der Euglobulin- und Pseudoglobulingruppe einschlieBlich der 
proteolytisch gereinigten Globuline ergibt nur geringe Unterschiede }e; 
gleichen Konzentrationen. Ihnen gegeniiber zeichnen sich die Albumine 
durch eine starkere Licht beugung aus, weshalb es verstandlich erscheint 
daf{ albuminreiche Seren héhere Triibwerte ergeben als albuminarme 
Alle bisher untersuchten Vollseren sowie ihre EiweiBfraktionen stimmen 
jedoch darin iiberein, daB die Triibungsabnahmen in denselben Ver. 
diinnungsintervallen praktisch konstant sind. Dieses Ergebnis setz1 
uns in die Lage, die bei unseren Spaltversuchen auftretenden Eiweis- 
abnahmen aus den gemessenen Triibungsabnahmen mit Hilfe einheit. 
licher Umrechnungsfaktoren zu ermitteln. Wir fiihren nachstehend 
eine Zusammenstellung dieser Bezugszahlen an, die Durchschnittswerte 
aus den Einzelbefunden darstellen (Tabelle III). 

Bei der Durchfiihrung von Pepsinspaltungen mit Serumfraktionen 
lehnten wir uns aufs engste an die friiher beschriebene Versuchstechnik an 
Fiir je 2 mg Protein (in 5 cem) kamen wieder im allgemeinen 0,3 mg Pepsin 
1: 10000 zur Anwendung, so daB die Fermentkonzentration meist 0,006 °, 
betrug. Nur bei den sehr leicht spaltbaren Albuminen wurden kleinere 
Enzymmengen verwandt. Alle Verdauungsversuche wurden unter Toluol 
im Thermostaten bei 37° durchgefiihrt und das Fortschreiten der Proteolyse 
nach 1, 2, 4 und abschlieBend nach 24 Stunden durch Triibungsmessungen 


Tabelle IIT. 


Tabelle III. Vergleichswerte fiir Triibungsabnahmen und Eiweil- 
abnahmen, giiltig fiir Gesamtseren und deren EiweiBfraktionen 





Triibungs- Eiwei®- | Triibungs- Eiwei®B- | Triibungs- Eiwei®- | Triibungs- Eiweil 
abnahme abnahme | abnahme abnahme | abnahme abnahme | abnahme  abnahni 
9% 99 % %o %o 9% 0/9 
6 11,0 24 38,5 41 60,0 58 78,0) 
7 12,5 25 39,5 42 61,0 59 79,0 
8 14,0 26 41,0 43 62,5 60 80,0 
9 16,0 27 42,5 44 63,5 61 81,0 
10 17,5 28 44,0 45 64,5 62 82,0 
11 19,0 29 45,0 46 65,5 63 82,5 
12 20,5 30 46,5 47 66,5 64 83,5 
13 22,0 31 47,5 48 68,0 65 84,5 
14 23,5 32 49,0 49 69,0 66 85,0 
15 25,5 33 50,5 50 70,0 67 86,0) 
16 26,9 34 51,5 51 71,0 68 86,5 
17 28,0 35 53,0 52 72,0 69 87,5 
18 30,0 36 54,0 53 73,0 70 88,0 
19 31,0 37 55,5 54 74,0 71 89,0 
20 32,5 38 56,5 55 75.0 72 89,5 
21 34,0 39 57,5 56 76,0 73 90,5 
22 35,5 40 59,0 57 77,0 74 91,0 
2 37,0 
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verfolgt. Immer wurde gleichzeitig mit den EiweiBfraktionen auch das 
nicht fraktionierte Gesamtserum auf seine Spaltbarkeit durch Pepsin 
untersucht. Ferner wurden Vergleichsspaltungen von Gemischen der Frak- 
tionen im Verhialtnis der Ausgangsmengen mit angesetzt, um hierdurch eine 
etwaige Beeintrachtigung der Spaltbarkeit durch die angewandte Frak- 
tionierungsmethode nachzuweisen. Um die Darstellung der Versuchsergeb- 
nisse tibersichtlicher zu gestalten, nahmen wir von einer Wiedergabe der 
im Leifo-Polarisationsphotometer gemessenen Winkelwerte und der aus 
ihnen berechneten prozentualen Triibungsabnahmen Abstand und _ be- 
schrankten uns auf die Angabe der mit Hilfe der Tabelle III ermittelten 
prozentualen EiweiBabnahmen. 

Die Fraktionierung der Seren wurde entweder mit Hilfe von Natrium- 
oder Ammoniumsulfat durchgefiihrt. Im ersten Falle fallten wir aus den 
mit Wasser verdiinnten Seren die Euglobuline durch Zufiigen von 13,5 % 
wasserfreiem Natriumsulfat bei Zimmertemperatur aus. Bei Verwendung 
von Ammonsulfat wurden die Euglobuline bei 5° ebenfalls nach Wasser- 
verdiinnung bei Drittelsattigung ausgefallt. Die Pseudoglobuline wurden 
in den Filtraten entweder durch 22,5°, Natriumsulfat bei 37° oder durch 
Halbsattigen mit Ammonsulfat in der Kalte abgeschieden. Alle EiweiB- 
niederschlage wurden nach mehrstiindigem Stehen auf Porzellannutschen 
weitgehend von den Salzlésungen befreit und anschlieBend bis zur Salz- 
freiheit erst gegen flieBendes Leitungswasser, dann gegen Aqua dest. dialy- 
siert, mit 0,85, NaCl versetzt und auf neutrale Reaktion mit verdiinnter 
NaOH eingestellt. Zur Gewinnung der Albumine engten wir die Pseudo- 
globulinfiltrate durch Ultrafiltration weitgehend ein, wobei wir bei Be- 
nutzung von Natriumsulfat zur Globulinabscheidung die Hauptmenge des 
Salzes zuvor durch Abkiihlen auskristallisieren lieBen und entfernten. Im 
AnschluB8 an die Ultrafiltration wurden die Albuminkonzentrate ebenfalls 
dialysiert und physiologisch besalzen. Die EiweiB-, Rest-N- und Cholesterin- 
bestimmungen erfolgten in der iiblichen, bereits in der vorangegangenen 
Arbeit geschilderten Weise. Konservierungsmittel wurden den Serum- 
fraktionen nicht zugesetzt. Wir beschrainkten uns auf Seitzfiltrationen und 
bewahrten die EiweiBlésungen bis zum Verdauungsversuch, der unter Toluol 
vorgenommen wurde, im Kiihlraum auf. 

Zunachst wurden Pepsinspaltungen bei schwach saurer Reaktion 
von pu 4,5 mit normalen Pferdeseren und deren EiweiBfraktionen 
(Tabelle IV) durchgefiihrt, denen einige Vergleichsversuche mit anti- 
toxischen Pferdeseren, namlich Diphtherie-, Tetanus- und Perfringens- 
seren folgten (Tabelle V). Den Abschlu8 dieser Untersuchungsreihe 
bildeten dann noch einige Vergleichsspaltungen mit Normalseren und 
Diphtherieseren vom Rind und Hammel (Tabelle VI). 

Die in den friiheren Versuchen bei Gesamtseren gefundene Ab- 
hangigkeit der Spaltbarkeit durch Pepsin bei schwach saurer Reaktion 
vom Albumingehalt wird durch die in Tabelle IV und V zusammen- 
gefaBten Vergleichsspaltungen der isolierten HaupteiweiBfraktionen von 
Pferdeseren bestitigt. Dariiber hinaus geben die neuen Versuchs- 
ergebnisse nun auch AufschluB tiber die GréBenordnung der Spalt- 
barkeitsunterschiede zwischen Albuminen und Globulinen. Sie zeigen, 
daB der peptische Abbau der Albumine schon im Anfangsstadium der 

Biochemische Zeitschrift Band 308. 90 
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Fermenteinwirkung mit mindestens einer zehnfach gréBeren ( 
schwindigkeit erfolgt als der der Globuline!. Im Endstadium der Pro 
teolyse ist der Spaltbarkeitsunterschied jedoch noch wesentlich gro 


da sich bei den Globulinen im Gegensatz zu den Albuminen mit zu- 


nehmender Versuchsdauer starke Hemmungserscheinungen bemerk}har 


machen, Hierdurch erleidet die Globulinspaltung nach 24 Stunden in 


den meisten Fallen eine iiber 60fache Verzégerung gegeniiber der 


Tabelle IV. Normale Pferdeseren. Pepsinspaltung der Eiwei)} 
fraktionen bei py 4,5. 


1. Normalserum vom Pferd Nr. 3880. GesamteiweiB: 6,39%, Rest-N: 


0,031, Cholesterin: 123 mg. Fraktionierung der Globuline mii 
Natriumsulfat. 

2. Normalserum vom Pferd Nr. 3849. (19. VI. 1940). Gesamteiweif: 
6,28°,, Rest-N: 0,039, Cholesterin: 148 mg. Fraktionierung mit 
Natriumsulfat. 


to 





3. Normalserum vom Pferd Nr. 3849. (16. VIIT. 1940.) Gesamteiweif: 
5,35 °,, Rest-N: 0,044°,, Cholesterin: 144 mg. Fraktionierung mit 
Ammonsulfat. 

Pepsi 

oy Spaltung in °/, EiweiB Eigen- 
2 meg nach spaltung 
Biweis}}_———_______________|_ nach 
mg 60’ | 120’ | 240’ | 24h si 

1. Normalpferdeserum 3880, nativ ..... 0,3 59,5 61,0 66,5. 70,5 () 
BUGIODUED, (16,092) ois soa acy so. mee 0,3 23,5 | 27,5 32,0; 40,0 () 
Pseudoglobulin (33,6 %) ............ 0,3 25,0 | 29,0 | 33,5 | 42,0 0 


0,03 30,0 38,0 52,0 100,0 0 
| 0,02 23,0 31,5 38,5 100.0 
Albumin (49,696). ssc 6.02 cose 0,015 16,5 20,5 29,0 75,0 
| 0,010 8,0 14,0 20,5 58,5 
0,005 0 5,0 | 12,0} 51,0 
Euglobulin + Pseudoglobulin + Albumin 0,3 61,0 62,5 66,0 71,5 


2. Normalpferdeserum 3849, nativ 


“6. Fale yl <a Saat SSP eae oi ce 0,3 50.5 58,5 62,0 66,0 0 
Kugiobulin: (23,0 96) esis). h6.66 occas’ 0,3 24,5 34,5 38,5 42,0 0 
Pseudoglobulin (29,2 %) ..........+. 0,3 26,5 | 32,5 34,0 45,0 0 


0,02 | 6,6! 9,0;'17,5) 60,5 
Adbumnin (40,9 6) s isceswiendiawan 0,015 0 3,6 6,5! 60,5 
0,010 0 0 3,5 | 42,5 
0,005 0 0 0 32,5 
Euglobulin + Pseudoglobulin + Albumin 0,3 47,5 | 53,0 57,0 65,5 


3. Normalpferdeserum 3849, nativ 


| 0,03 12,5) 16,0 38,5 88,0 0) 





Beta cy EI) oh 6's Sb Soa es XM 0,3 54,0 62,5 64,5 70,0 0 
Mugobuin 1807 (%) o.0.5 5.00% 0sivea bee 0,3 || 20,5 | 24,5 | 28,0; 39,0 0) 
Pseudoglobulin (22,3%) ............ 0,3 24,5 27,5 31,0 44,5 0 
mibdwaa (G70'9,) sic eas 0,03 | 11,5 18,5 34,5 77,5 0) 


(a, 
Euglobulin + Pseudoglobulin + Albumin | 0,3 55,5 63,0, 65,5 71,0 


1 Anmerkung bei der Korrektur: T. Uchino, J. of Biochem. 31, 323, 
1940) findet, daB auch bei optimalem px Serumalbumin schneller gespalten 
wird als Serumglobulin. 
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Tabelle V. Antitoxische Pferdeseren. Pepsinspaltung der EiweiB - 


l. 


+ 


fraktionen bei px 4,5. 

Diphtherieserum, Pferd Nr. 3936. 1100 AE cem. Gesamteiweif: 8,48 °,, 
Rest-N : 0,026 °,, Cholesterin: 78 mg°®,,. Fraktionierung mit Ammonsulfat. 
Dipbtherie-Pferdeserum, Mischung 601, 470 AE cem. Gesamteiweif : 
7,68 9%, Rest-N: 0,071 °,, Cholesterin: 106 mg°®,. Fraktionierung mit 
Natriumsulfat. 

Diphtherie-Pferdeserum, Mischung 634, 550 AE cem.  GesamteiweiS 
7,41°,, Rest-N: 0,040°,, Cholesterin 66 mg®,. Fraktionierung mit 
Natriumsulfat. 


. Tetanusserum, Pferd Nr. 3741, 1000 AE cem. GesamteiweiB: 6,44), 


Rest-N: 0,036 °,, Cholesterin: 98 mg®,. Fraktionierung mit Natrium- 
sulfat. 
Perfringensserum, Pferd Nr. 3681, 500 AE cem. Gesamteiweib: 7,21 %, 
Rest-N: 0,031, Cholesterin: 82 mg®,. Fraktionierung mit Ammonium- 
sulfat. 





o 


Pepsin 


fiir Spaltung in 9° 9 Eiwei8 Eigen- 
AEinlg ome nach spaltung 
Eiwei8 ~ piweik nach 
aap ens p ‘ 24h 
mg 60 120’ | 240 24h 
. Diphtherieserum, 

Pferd Nr. 3936, nativ..... 12900 0,3 31,0 | 34.5 41,0 47,5 0 
Euglobulin (29,0 %)........ 12700 0,3 23,0 26,0 30,0 35,5 0 
Pseudoglobulin (47,5 %) .... 20100 0,3 23,0 26,5 30,0 39,0 0 
Pipe (OSD OY ov wicawiss 0,03 28,0 37,0 44,0 88,0 0 
Euglobulin + Pseudoglobulin 

et NORE Sg bs kee ss 0,3 32,5 36,0 41,0 49,5 

. Diphtherie-Pferdeserum, 

Mischung 601, nativ ..... 6120 0,3 35,0 40.5 46.5 50,0 0 
Euglobulin (22,0 %)........ 1490) 0,3 8,0| 17,5 21,5 | 32,5 || 0 
Pseudoglobulin (50,6 %) .... 9170 0,3 12.0' 16,5 19,5 | 23,5 || 0 

| 0,03 46,5 56,0 73,0 95,0. 0 
Albumin (27,4 %)......... 0,015 37,5 | 49,0 65,0 93,5 
| 0.010 31,5 40,0 56,0 87,5 
0,005 21,5 31,5 46,5 65,0 


Euglobulin + Pseudoglobulin 


ee 0.3 32,5 | 49,0 46,5 50,0 


. Diphtherie-Pferdeserum, 


Mischung 634, nativ...... 7440 0,3 39,5 43,0 46,5 | 56,0 0 
Euglobulin (24,0%)........ 5700 0,3 17,5 | 21,5 25,5 34,0 || 0 
Pseudoglobulin (47,2) .... 10800 0,3 23,0 26,5 31,0 34,5 9,0 % 
Albumin (28,8 %).......... 0,03 57,0 69,5 87,5 95,5 0 
Euglobulin + Pseudoglobulin 


Ae OMAR 55.5 a: « o's 0 005,00 0,3 39,0 44,0 50,5 57,5 


. Tetanusserum, Pferd Nr.3741, 


| Sg ara ES Re eee nas 15000 0,3 38,5 | 41,0 44,5 50,5 0 
Euglobulin (33,3 %)........ 12100 0,3 14,0 | 18,5 22,0 33,0 0 
Pseudoglobulin (32,5%) .... 20500 0,3 14,0} 18,5 30,0 39,5 0 

0,03 37,0 41,0 50,5 93,0 0 
Albumin (34,2 %)......... 0,015 28,0 32,5 47,5 82,0 
, | 0,010 16,5 21,5 34,5 68,0 
0,005 0 9 14,0 | 23,0 
Euglobulin + Pseudoglobulin 
of AMPUMID .. 0. cccsccerce 0,3 37,0 41,0 44,0 54,0 | 
20* 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Ie j 
Pepsin Spaltung in 9/9 EiweiB 
AEinlg 9 mg nach 

Eiwei8 | xiweig||—____ 


mg 60’ 120’ 240’ 24h 





5. Perfringensserum, 


Pferd Nr. 3681, nativ ..... 6 930 0,3 31,0 34,0 42,5; 48,0 0) 
Euglobulin (35,7 %)........ 6 720 0,3 12,0 | 12,0 | 16,6/| 27,5 0 
Pseudoglobulin (35,5 %) .... | 10480 0,3 19,5 | 23,0 | 23,5} 31,0 0 

0,03 61,5 71,5 90,0 100,0 0 
| 0,02 47.5 57,0 69,0) 97,0 
Albamin (28,8'%) 3... 65053 0,015 44,0 | 51,5 63,5 93,0 
| 0,010 37,0 44,0 53,5 85,0 
0,005 23,5 30,5 43,0 65,5 


Euglobulin + Pseudoglobulin 
ste TOIRNADD. 55 0.0)0stsera.<ietare 0,3 30,5 33,5 40,0 49,0 


Albuminspaltung. Dieses stark unterschiedliche Verhalten der beiden 
Hauptbestandteile des Serums bei einer bei py 4,5 durchgefiihrten 
Pepsinproteolyse verdient besondere Beachtung, denn es kann aus den 
verhaltnismaBig viel geringeren Unterscheidungsmerkmalen, die die 
elektrochemischen Eigenschaften und die Molekularkonstanten der 
beiden EiweiBkérper aufweisen, nicht ohne weiteres abgeleitet werden. 
Doch soll die nahere Erérterung dieses auffallenden Befundes erst nach 
Anfiihrung weiterer Versuchsergebnisse an anderer Stelle erfolgen. 


Betrachtet man nun die Spaltbarkeit der beiden Globulinfraktionen, 
so kann man keine nennenswerten Unterschiede zwischen den Euglobu- 
linen und Pseudoglobulinen weder der normalen noch der antitoxischen 
Pferdeseren erkennen. Es tritt jedoch eine stirkere Abweichung des 
Spaltungsverlaufes der Normalglobuline von dem der Immunglobuline 
in Erscheinung. Die ersteren zeigen nach 24 Stunden iibereinstimmend 
eine Spaltung von 40—45 %, wahrend bei den antitoxischen Globulinen 
eine zwar starker streuende, aber immerhin deutlich herabgesetzte 
Spaltbarkeit (von 24—39%) zu beobachten ist. Auch hier kénnte man 
zunachst auf einen Kinflu8 des Antitoxingehalts der Globuline auf ihre 
Spaltbarkeit schlieBen. Tatsachlich geht jedoch aus den Wertigkeits- 
angaben der ersten Spalte (Tabelle V) hervor, daB die Spaltbarkeits- 
abnahmen zu den vorhandenen Antitoxinmengen nicht in Beziehung 
stehen. Naher liegt es schon, den héheren Albumingehalt der Normal|- 
seren fiir die bessere Spaltbarkeit der Normalglobuline verantwortlich 
zu machen, da anzunehmen ist, daB bei der Globulinfallung Albumine 
mitgerissen werden, die nach den vorhergehenden Befunden eine erheb- 
liche Erhéhung der Spaltbarkeit bewirken kénnten. Nun zeigt aber 
gerade das am wenigsten Albumin enthaltende Diphtherieserum 3936 
einen relativ hohen Pseudoglobulinspaltungswert, so daB die Méglichkeit 
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einer gegenseitigen Beeinflussung der Ansalzungsfraktionen bei der 
Spaltung nicht sehr groB sein kann. Wahrscheinlicher ist es daher, 
da bei der Immunisierung mit Toxinen inaktive Globuline gebildet 
werden, die sich von Normalglobulinen unter anderem auch in der 
enzymatischen Angreifbarkeit unterscheiden. Der Befund, daB von 
den untersuchten Diphtherieseren das am stirksten vermehrte Pseudo- 
globulin 601 zwar nicht den héchsten Antitoxingehalt, aber die geringste 
Spaltbarkeit aufweist, spricht stark fiir das Vorhandensein eines schwer 
spaltbaren, antitoxinfreien Globulins, das normalerweise nicht vor- 
kommt. Diese Auslegung der Versuchsergebnisse wird stark gest iitzt 
durch eine von Pappenheimer, Lundgren und Williams (|. ¢.) durch- 
gefiihrte Analyse eines elektrodialytisch gereinigten Diphtherie-Pseudo- 
globulins in der J'iselius-Apparatur, die nur 25 % normales «-Globulin 
ergab, wahrend der Rest aus einer langsamer wandernden, jedoch vom 
3- und y-Globulin verschiedenen, bisher unbekannten Globulinfraktion 
bestand. Die neuartige Globulinkomponente enthielt 43.5° Anti- 
toxineiweiB, das nur durch die spezifische Bindung an Toxin, nicht 
aber auf elektrochemischem Wege abgetrennt werden konnte. In 
Anbetracht dieser engen Verwandtschaft des Antitoxins zu einem mit 
ihm auch in genetischem Zusammenhang stehenden inaktiven Begleit- 
protein miiBte eigentlich fiir beide Globuline auch ein gleichartiges 
Verhalten bei der Enzymanalyse erwartet werden. Es kann aber an 
Hand der Spaltversuche mit rohen Globulinfraktionen nur fiir die 
inaktive Komponente eine besonders schwere Spaltbarkeit nach- 
gewiesen werden, so daB man leicht auf ein unterschiedliches Verhalten 
der beiden Schwesterproteine gegeniiber Enzymen schlieBen kénnte. 
Wir glauben jedoch, eine derartige Folgerung noch nicht ziehen zu 
kénnen, da damit zu rechnen ist, daf die Eigenschaften des reinen, in 
den Pseudoglobulinfraktionen nur zu etwa 10—20° 1 vorhandenen 
Antitoxins durch gr6éBere Mengen des Begleitproteins weitgehend ver- 
wischt werden. Bei Tetanus- und Perfringensseren ist die Globulin- 
vermehrung nicht wie bei Diphtherieserum nur auf die Pseudoglobulin- 
fraktion beschrankt. Die gleichfalls vermehrten Euglobuline enthalten 
zwar betrachtliche Antitoxinmengen, die Hauptmenge  derselben 
befindet sich jedoch in der Pseudoglobulinfraktion. Da auch bei diesen 
beiden antitoxischen Seren die Spaltbarkeit der Globuline, unabhangig 
von der Antitoxinverteilung, gegeniiber Normalglobulinen herabgesetzt 
ist, ist die Méglichkeit des Vorhandenseins eines inaktiven, nicht nor- 
malen und besonders schwer spaltbaren Globulins ebenfalls in Be- 
tracht zu ziehen. 

! Nach Ramon, C. r. Soc. Biol. 88, 167, 1923; Locke u. Main, J. inf. 


Dis. 89, 484, 1926; Marrack u. Smith, Proc. Roy. Soc. London (B) 106, 1, 
1930, enthalt 1g natives Antitoxineiweif8 etwa 90000 AE, 
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Die Untersuchung der EiweiBfraktionen von Rinder- und Hammel. 
seren (Tabelle VI) auf ihre Spaltbarkeit durch Pepsin bei schwact 
saurer Reaktion fiihrt zu Ergebnissen, die mit den Beobachtungen be; 
Pferdeseren insofern iibereinstimmen, als auch bei ihnen die Albumine 
leichter gespalten werden als die Globuline. Die Spaltbarkeitsunter. 
schiede sind jedoch nur in den Anfangszeiten der Verdauung von der. 
selben GréBenordnung wie bei den Pferdeserumfraktionen und erfahren 
am Ende der Beobachtungszeit nicht die bei den letzteren so stark jn 
Erscheinung getretene Zunahme. Besonders bei Hammelseren zeichnen 
sich die Globuline und Albumine durch einen durchaus gleichartigen 
Spaltungsverlauf aus, der wahrscheinlich dadurch zustande kommt. 
dali die Hammelalbumine in gleichem MaBe fermenthemmende Stoffe 
bilden wie Hammelglobuline. Dasselbe gilt in weniger ausgepriigtem 
MaBe auch fiir die Rinderalbumine, wihrend das Pferdealbumin sich 
grundsatzlich anders verhalt und keine Hemmungserscheinungen zeigt. 
Aber auch innerhalb der Globulingruppe treten bei Rinder- und Hammel. 
seren Unterschiede gegeniiber der Pepsinspaltung bei py 4,5 zutage. 
die bei Pferdeseren nicht beobachtet werden konnten. So zeigen die 
Pseudoglobuline der beiden Paarhuferseren stets eine bessere Spalt bar. 
keit als die Euglobuline, bei denen der Spaltbarkeitsverlauf mit dem 
der normalen Pferdeserumglobuline weitgehend iibereinstimmt. Obgleich 
nun die Bildung der Diphtherieantikérper bei Rind und Hamme! mit 
einer geradezu als spezifisch zu bezeichnenden Vermehrung der Euglo- 
buline einhergeht und diese Fraktion auch praktisch als der alleinige 
Trager der antitoxischen Wirksamkeit zu betrachten ist, wird ihre 
Spaltbarkeit nicht im geringsten durch den Antikérpergehalt beeinflult. 
Somit bildet sich bei der Immunisierung von Rindern und Hammeln 
mit Diphtherietoxin neben dem Antitoxineiweif ein Begleitprotein, 
das wie das Antitoxin Euglobulincharakter hat und sich von diesem 
(wie von normalen Globulinen) hinsichtlich der Spaltbarkeit durch 
Pepsin nicht unterscheidet. Ganz im Gegensatz hierzu konnten wir bei 
Pferdeseren als Folge der Diphtherie-Immunisierung ein die Antitoxin- 
bildung begleitendes, schwerspaltbares Pseudoglobulin nachweisen. Als 
wir schlieBlich in der Verdauungsfliissigkeit von Diphtherie-Hammel- 
und -Rinderseren Antitoxinpriifungen vornehmen lieBen, offenbarte 
sich auch ein direkter Unterschied zwischen dem Antitoxin dieser 
beiden Tierarten und dem des Pferdeserums, indem sich zeigte, dal 
das Rinder- und Hammelantitoxin fast véllig zerstért, das Pferde 
antitoxin dagegen erhalten war. Wir sehen also, daB die Diphtherie 
antitoxine des Pferdeserums ebenso wie die mit ihnen zusammen ent 
stehenden inaktiven Globuline von den Diphtherieantitoxinen des 
Hammel- und Rinderserums und deren Begleitproteinen durchaus ver 
schieden sind. Wahrscheinlich unterscheiden sich die Diphtheri 
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und Hammelseren. 


GesamteiweiB: 5,48 °., Rest-N: 


0,034, Cholesterin: 94mg. Fraktionierung mit Natriumsulfat. 


Nr. 276. 


90 mg%. 


GesamteiweiB : 


Fraktionierung mit 


GesamteiweiB : 
Fraktionierung mit Natrium- 


R720 
5,73 oO 


GesamteiweiB : 


6,15%, Rest-N: 0,034°,, Cholesterin: 98 mg®,. Fraktionierung mit 


4.33%, Rest-N: 0,055°,, Cholesterin: 


Natriumsulfat. 


200 AE. 
75 mg%. 


‘abelle VI. Normale und antitoxische Rinder- 

. Normales Rinderserum, Rind Nr. 522. 

2. Diphtherie-Rinderserum, Rind Nr. 455, 100 AE/cem. 
7,93%, Rest-N: 0,038, Cholesterin: 
Natriumsulfat. 

. Normales Hammelserum, Hammel 
Rest-N: 0,035, Cholesterin: 98 mg°®,. 
sulfat. 

. Diphtherie-Hammelserum, Hammel Nr. 439, 100 AE. 
Natriumsulfat. 

. Diphtherie-Hammelserum, Hammel Nr. 408, 


GesamteiweiB : 
Fraktionierung mit 





bo 


AEinlg 
Kiweib 
. Normal-Rinderserum, 

Rind Nr. 522, nativ ...... 
Euglobulin (21,2 %) ........ 
Pseudoglobulin (21,2 %) .... 
Albumin (57,6 %)......... | 
Euglobulin + Pseudoglobulin 

ie GRIMM 9. ciiede avin on ores 

. Diphtherie-Rinderserum, 

Rind Nr. 455, nativ ...... 1 250 
Euglobulin (49,7) ........ 3 260 
Pseudoglobulin (11,3 %) .... 240 


Albumin (39,0 %) ......... | 


Euglobulin + Pseudoglobulin 
Oe ee ere 


. Normal-Hammelserum, 


Hammel Nr. 276, nativ... 
Euglobulin (32,4 %)........ 
Pseudoglobulin (20,6%%) .... 


Albumin (47,0 %)......... | 


Euglobulin + Pseudoglobulin 
SS rrr 


Pepsin 
fiir 
2mg 
EiweiB 
mg 


0,3 
0,3 
0,3 
0,03 
0,015 
0,010 
0,005 


0,3 


0,3 
0.3 
0,3 
0,03 
0,015 
0,910 
0,005 


0,3 


= 


0,3 
0,3 
0,03 
0,015 


0,010. 


0,005 


0,3 


Spaltung in ©) Eiwei8 


ach 


60' 120’ 240’ 


70,0 


53,0 
18,5 
32,5 
53,5 
26,5 
19,0 
11,5 


54,0 


41,0 
20,5 
21,5 
49,5 
37,0 
30,5 
22,0 


43,0 


74,0 
29,0 
41,0 
51,5 
30,0 
20,5 


8,0 
74,0 


56,0 
20,5 
37.0 
64,5 
27,0 
26,0 
19,0 


56,5 


77,0 
32,0 
46.5 
72,5 
41,5 
25,5 


11,0 
78,5 


60,0 
23,5 
48,5 
84,0 
44,0 
34,5 
23,5 


60,0 


64,0 
30,0 
35,5 
57,0 
44,5 
39,0 
30.5 


65,0 


24h 


78,0 
47,0 
64,0 
94,5 
77,5 
47,5 
20,5 


82,5 


74,5 
44,5 
50.5 
77,0 
51,5 
40,5 
34,5 


47,0 


Eigen- 
spaltung 
nach 
24h 


0 
0 
11 o% 


0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 














H. E. Schultze: 


Tabelle VI (Fortsetzung). 








— Spaltung in °/) KiweiB Eigen- 
AEin1lg omg nach spaltung 
eS | eae oe as ol eee Cee nach 
mg || 60’ | 120’ | 240’ | 24h 241 
4. Diphtherie-Hammelserum, 

Hammel Nr. 439, nativ ... 1 630 | 0,3 44,5 53,0 63,0 74.5 0 
Euglobulin (43,0 %)........ 4270 0,3 16,5 20,0 29,0 44,0 4,59, 
Pseudoglobulin (18,0 %).... 120 |0,3 || 29,0 | 31,0 35,0 60,0 | 0 

0,03 48,5 52,0 54,0 79,5 | 0 
Albumin (39,0 %)......... 9,015 31,0 41,5 49,5 59,0 
| 0,010 25,5 35,5 44,0 53,0 
0,005; O | 16,0 | 22,0 | 39,5 
Euglobulin + Pseudoglobulin 
ce MINN ig 5 Gana Sk gm gh 0,3 39,5 61,0 61,0 | 72,5 
5. Diphtherie-Hammelserum, 

Hammel Nr. 408, nativ ... 4620 /0,3 30,5 40,5 46,5 58,5. 0 
Euglobulin (60,7 %)........ 11400 |0,3 || 18,6 | 23,0 | 26,0 | 42,6 | 7,5% 
Pseudoglobulin (20,8 %%) .... 740 |0,3 || 39,0 | 42,5 | 47,0 | 66,0 | 0 
Albumin (18,5 %) .......5.+ 0,03 || 34,0 | 41,0 | 52,0 | 86,5 | 0 
Euglobulin + Pseudoglobulin 

oo PIER oe sane eRe cles 0,3 34,0 41,0 | 47,5 58,5 


antitoxine verschiedener Tierarten auch durch ihr Verhalten bei der 
Sedimentation und der Elektrophorese voneinander, wie es bereits bei 
den Pneumokokken-Polysaccharidantikérpern vom Pferd und Kaninchen 
nachgewiesen werden konnte!. Eine Vergleichspriifung der Diphtherie- 
antitoxine verschiedener Tierarten in der Elektrophoreseapparatur von 
Tiselius hatte wohl die meiste Aussicht, dieser fiir die Aufklarung 
der Natur und Bildungsart der Antitoxine recht wichtigen Frage naher- 
zukommen, 

Bei den bisher angefiihrten Spaltversuchen mit den rohen Haupt- 
eiweiBfraktionen fanden wir, wie aus den verschiedenen Tabellen 
hervorgeht, bei Globulinen vereinzelt eine geringe Spaltung auch ohne 
Ferment. Wir dachten erst an eine Einwirkung des Serumkathepsins, 
das bekanntlich bei py 4,5 optimal spaltet, iiberzeugten uns aber in 
spater beschriebenen Versuchen, daB isolierte G!obuline bei héheren 
Sauregraden viel leichter autolytisch zersetzt werden als bei py 4.5, 
so da iiber das Zustandekommen der Eigenspaltung noch nichts 
Endgiiltiges ausgesagt werden kann. Durch Vermischen der einze!net 
Serumfraktionen im Verhaltnis der Ausgangsmengen konnte in alle 
Fallen die urspriingliche Spaltbarkeit bzw. Saurestabilitaét des Gesamt- 
serums wiederhergestellt werden, so da eine Aufarbeitungsschadigung 
der Proteine durch die Salzbehandlung ausgeschlossen werden kann. 


1 Kabat, J. exper. Med. 69, 103, 1939; Tiselius u. Kabat, ebenda, 8. 11%. 
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Um nun einen etwaigen Einflu8 der Antitoxine aus Pferdeserum 
auf die Pepsinproteolyse leichter untersuchen zu kénnen, als es bei der 
enzymatischen Analyse von Aussalzungsfraktionen médglich war, 
wandten wir uns einer Reihe besser gereinigter Antitoxinpraparate zu, 
die wir durch eine peptische Vorverdauung antitoxischer Pferdeseren 
bei schwach saurer Reaktion und nachtraglicher Isolierung des hierbei 
unversehrt gebliebenen AntitoxineiweiBes erhalten konnten. Zum 
Vergleich wurde dasselbe Reinigungsverfahren auch fiir ein antitoxin- 
freies Normalserum angewandt. 

Wie man aus den in Tabelle VII angefiihrten gereinigten Anti- 
toxinpraparaten ersieht, bleibt nach der Pepsinproteolyse von Pferde- 
serum bei schwach saurer Reaktion ein bei erneuter Behandlung mit 
Pepsin bei py 4,5 kaum noch spaltbares EiweiB zuriick. Der Antitoxin- 
gehalt ist bei dem fermentativ gereinigten Serumeiweif wesentlich 
héher als bei den mit Salzen gefallten Fraktionen, was besonders deutlich 
durch das Diphtherieserum des Beispiels 2 veranschaulicht wird, bei 
dem die Aufarbeitung als Pseudoglobulin (vgl. Tabelle V) ein Produkt 
von nur etwa dem halben Reinheitsgrad ergab als die Pepsinproteolyse. 
Trotz ihrer hohen Wertigkeit lassen aber auch die hier angefiihrten zw- 
sammengefapten Praparate noch keinen direkten Zusammenhang zwischen 
dem Antitoxingehalt und der Spaltbarkeit erkennen, Aus der Vergleichs- 
untersuchung eines normalen Pferdeserums geht sogar hervor, daB auch 
dieses eine besonders schwer spaltbare EiweiBfraktion enthalt. Allerdings 
betrigt der Gehalt des Normalserums an dieser Fraktion nur 2,8 % 
der EiweiBmenge des Ausgangsserums, wahrend bei antitoxischen 
Seren unter denselben Versuchsbedingungen 19 bis 20°, gefunden 
wurden. Wir.kénnen auf Grund einer Einzelbeobachtung noch nicht 
entscheiden, ob eine enzymatisch besonders schwer angreifbare Eiweib- 
komponente in sehr kleinen Mengen stets in normalen Pferdeseren 
vorkommt, oder ob es sich um eine zufallige, durch eine friihere Infektion 
verursachte pathologische Neubildung handelt. Fest steht jedoch, 
da8 im Verlaufe einer Hyperimmunisierung von Pferden mit Bakterien- 
toxinen verschiedener Art SerumeiweiBk6rper in erheblichem Umfange 
angereichert werden, die sich von der Hauptmenge der normalen Serum- 
proteine durch eine duBerst schwere Spaltbarkeit durch Pepsin bei 
schwach saurer Reaktion unterscheiden. Daf es sich hierbei nicht um 
die Entstehung einer einzigen Eiweiikomponente, etwa des Antitoxins, 
handeln kann, geht aus der Unabhangigkeit des Spaltungsver!aufs vom 
Antitoxingehalt bei den verschiedenen Diphtherieserum-Fraktionen 
hervor. Insbesondere wird durch die enzymatische Untersuchung der 
proteolytisch gereinigten Praparate die zuvor geduBerte Vermutung 
bestatigt, daB neben dem AntitoxineiweiB noch eine bisher als inaktiv 
bezeichnete und normalerweise nicht oder nur in kleinsten Mengen 
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yvorkommende, schwer spaltbare Eiweibkomponente im Diphtherie- 
serum von Pferden vorhanden sein muB. Es besteht jedoch die Méglich- 
keit, daB dieses Begleitprotein des Antitoxins ebenfalls immunbiologisch 
aktiv ist und beispielsweise Antikérper gegen das Diphtheriebazillen- 
eiweiB enthalt, das bekanntlich einen wesentlichen Bestandteil des 
iiblicherweise zur Immunisierung benutzten Rohtoxins darstellt. Wir 
haben, um auch dieser Frage naherzukommen, einen durch kurzes Auf- 
kochen von Diphtheriebazillen mit physiol. NaCl-Lésung im Glycerin- 
bad erhaltenen eiweiBhaltigen Extrakt auf eine etwaige Prazipitation 
mit gereinigten Antitoxinlésungen untersucht. Hierbei konnten wir 
feststellen, daB gleiche Mengen des EiweifBextraktes in Reihenversuchen 
mit abgestuften Mengen der verschiedenen Antitoxinpraparate immer 
bei einem bestimmten Mischungsverhaltnis ein fiir eine Antigen-Anti- 
kérperreaktion charakteristisches Flockungsoptimum ergaben. Unsere 
proteolytisch gereinigten EiweiBfraktionen der Diphtherieseren ent- 
halten somit auBer den Antitoxinen noch Antikérper gegen das Diphthe- 
riebazilleneiweiB. Uber die jeweils vorhandenen Mengen desselben 
kénnen noch keine exakten Angaben gemacht werden, doch laBt sich 


Tabelle VIIT. Immunochemische Untersuchung proteolytisch 
gereinigter Diphtherieantitoxine. 

Je 2cem toxinfreier Kochextrakt aus Diphtheriebazillen mit optimal 
flockenden Mengen folgender Antitoxinpriparate nach Verdiinnen derselben 
auf 5% Eiwei® versetzt: 

1. Praparat 589: 3,96cem, auf 20cem Ges.-Vol. ergiinzt mit 14,0 ecm 
physiol. NaCl-Lésung. 

2. Priparat 634: 3,14cem, auf 20cem Ges.-Vol. ergainzt mit 14,8 cem 
physiol. NaCl-Lésung. 

3. Priparat 491: 2,90 cem, auf 20cem Ges.-Vol. erginzt mit 15,2 cem 
physiol. NaCl-Lésung. 

4. Praparat 3817: 2,34cem, auf 20cem Ges.-Vol. erganzt mit 15,6 ecm 
physiol. NaCl-Lésung. 

Bestimmung des N in den durch 40 Min. langes Zentrifugieren bei 9000 Touren 

isolierten und zweimal mit je 5cem physiol. NaCl-Lésung gewaschenen 

Prizipitaten nach 24stiindigem Erwirmen der Mischungen auf 45° und 


ebensolangem Aufbewahren bei 5°. 





KiweiB-N- 


Menge Priizipitat-N Gefundener 
> v les Antitoxin- Antitoxinmenge in optimal Antitoxingehalt 
eet Toke bos im Flockungs- flockender Berechneter nach Entfernung 
sereinigtes Flockungs- optimum Mischung Antitoxingehalt des Prazipitats 
Teattcerhe. optimum mit mit 2cem mit 2 cem im Flockungs- aus dem optimal 
“priiparat 2¢cm Bakterien- Bakterien- Bakterien- optimum flockenden 
— extrakt extrakt extrakt Gemisch 
mg N AE mg AE ccm AE/ccm 
589 31,70 3370 1,63 168 160 
634 25,10 3248 1,82 163 170 
491 23,20 3286 1,79 164 160 


3817 18,72 3600 1,81 180 170 
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der Zusammenstellung in Tabelle VIII entnehmen, da8 das Flockunys. 
optimum des BakterieneiweiBes mit dem Antitoxingehalt der Praparate 
in sehr naher Beziehung steht. Zwar ergibt die Priifung des Antitoxin- 
titers in den klaren Zentrifugaten der Flockungen (Auswertung im 
Tierversuch nach Ehrlich), daB das Antitoxin nicht in das Prazipitat 
mit tibergeht!, jedoch ist die Antitoxinmenge 1m Flockungspunkt 
konstant. Die EiweiSkonzentration der gereinigten Antitoxinpraparate 
ist dagegen im Flockungsoptimum entsprechend dem verschiedenen 
Reinheitsgrad derselben um so gréBer, je geringer ihr anteiliger Anti- 
toxingehalt ist. Da die ermittelten Prazipitatmengen der Tabelle VIII 
von durchschnittlich 1,76 mg N bei gleichen Antitoxinverdiinnungen 
ebenfalls weitgehend iibereinstimmen, kénnen wir den SchluB ziehen, 
dafS unsere proteolytisch gereinigten Praparate Antikérper gegen das 
kochbestandige BazilleneiweiS und Antitoxine in einem konstanten 
Mengenverhaltnis enthalten. Wahrscheinlich ist der Bakterieneiweil- 
antikérper in geringerer Menge als das Antitoxin vertreten, denn die 
im Flockungspunkt des BazilleneiweiBes vorhandene Antitoxinmenge 
von rund 3300 AE miiBte bei der Vereinigung mit reinstem Diphtherie- 
toxin auf Grund der von Pappenheimer und Robinson angegebenen 
- Bezugswerte im Flockungspunkt eine weit gré8ere Prazipitatmenge 
von 5,32 mg N ergeben. In umgekehrtem Verhaltnis zu den beiden 
Immunstoffen steht dagegen die als Hauptfraktion2 zu betrachtende, 
den aktiven Proteinen chemisch sehr nahestehende unspezifische 
KiweiBkomponente, die méglicherweise mit dem in sehr geringen 
Mengen im normalen Pferdeserum nachgewiesenen, ebenfalls bei py 4.5 
nicht spaltbaren EiweiBkérper identisch ist. 

Durch die vorherstehend erérterten Versuchsergebnisse finden dic 
friiheren Befunde, nach denen bei antitoxischen Gesamtseren und bei 
mehr oder weniger reinen PferdeeiweiBfraktionen kein direkter Zu- 
sammenhang zwischen der Pepsinspaltung bei schwach saurer Reaktion 
und ihrem Antitoxingehalt gefunden werden konnte, eine zwanglose 
Erklarung. Bei Vollseren mit beispielsweise 6000—13000 Diphtherie- 
antitoxineinheiten pro g Gesamteiweif kann die kleine Menge des 
Antikérperproteins neben den tibrigen Globulinen keinen Einflu8 auf 
die Spaltbarkeit der Seren ausiiben, weil die anwesenden Albumine 
infolge ihrer besonders leichten Angreifbarkeit den Spaltungsverlauf 
beherrschen. Nach Beseitigung der Albumine ist eine deutliche Ver- 


1 Vel. die gleichlautenden Befunde von H. Schmidt u. Scholz, Arch. | 
Hyg. 96, 185, 294, 1925; Zeitschr. f. Immunf. 48, 217, 1926; 64, 193, 1929. 

2 Nach Pappenheimer u. Robinson, J. of Immunol. 32, 291, 1927 und 
nach Pope u. Healey, Brit. J. of exper. Path. 20, 213, 1939, enthalt 1 2 
proteolytisch gereinigtes AntitoxineiweiB 125 bis 140000 spezifisch priiz: 
pitierbare AE. 
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zogerung der Spaltung bei antitoxinhaltigen Pferdeserumglobulinen mit 
10000— 20000 AE/1 g Globulin zu beobachten, die aber ebenfalls nicht 
mit dem Antitoxingehalt in Zusammenhang steht, da das Immun- 
globulin mit groBen Mengen eines inaktiven Globulins vergesellschaftet 
ist, das sich von der Hauptmenge der normalen Pferdeglobuline durch 
eine schwere Spaltbarkeit unterscheidet. Die Untersuchung pro- 
teolytisch gereinigter Antitoxinpraparate ergibt schlieBlich, daB das 
Antitoxineiwei8 zusammen mit den nachgewiesenen Antikérpern gegen 
ein Bakterienprotein und einer in wechselnden Mengen vorkommenden 
inaktiven Hauptkomponente sich gegeniiber Pepsin bei py 4,5 wie eine 
durchaus einheitliche Fraktion verhalt und da aus diesem Grunde 
das bei Zugrundelegung eines Reinheitsoptimums von 140000 AE/g! 
Protein mit nur etwa 20—30° vertretene AntitoxineiweiB von den 
restlichen EiweiBmengen gereinigter Serumpraparate auf dem von uns 
beschrittenen Wege einer enzymatischen Vergleichsanalyse nicht 
differenziert werden kann. 

Es fragt sich allerdings noch, ob bei isolierten Immunfraktionen 
nicht etwa bei einem anderen py als 4,5 Spaltbarkeitsunterschiede 
zwischen dem AntitoxineiweiB und seinen mit ihm so nahe verwandten 
Begleitproteinen aufzudecken sind. Wir haben daher in Anlehnung an 
die friiheren Versuche tiber die py-Abhangigkeit der Pepsinspaltung 
nativer Vollseren auch Vergleichsspaltungen normaler und immun- 
stoffhaltiger SerumeiweiBfraktionen bei verschiedenen Saurestufen im 
Bereiche von py 1,6—8,3 durchgefiihrt. Die Pepsinkonzentrationen 
wurden hierbei mit Riicksicht auf die Umsatzsteigerung bei héheren 
Sauregraden reduziert und bei den Albuminen auf ein Zehntel der bei 
Globulinen benutzten Menge herabgesetzt. 

Aus den in den Tabellen LX — XI zusammengefaBten Versuchsergeb- 
nissen ist zu ersehen, daB das Spaltungsoptimum der normalen und anti- 
toxischen Globuline bei etwa py 2,3 liegt und daB der Antitoxingehalt 
der Immunglobuline sowie der der proteolytisch gereinigten Anti- 
toxinlésung bei den héheren Sauregraden keinen EinfluB auf die Spalt- 
barkeit ausiibt. Das Antitoxin der Pferdeseren, einschlieBlich der ihm 
besonders nahestehenden Proteine, unterscheidet sich somit nur bei 
schwach saurer Reaktion von den iibrigen Serumglobulinen und wird 
schon bei py 3,0 ebenso schnell durch Pepsin zerlegt wie ein Normal- 
globulin. Es wurde schon friiher darauf hingewiesen, daB es bei einem 
pu unter 4 durch Pepsin zerstért wird. Von den Albuminen unterscheiden 
sich die Globuline auBer durch ihre etwa zehnfach gréBere Resistenz 
gegeniiber Pepsin im gesamten py-Bereich durch ihr bei py 2,3 statt bei 
pu 2,8 liegendes Spaltungsoptimum und durch eine betrachtliche 


1 Pope u. Healey, |. c. 
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Tabelle XI. py-Abhaingigkeit der Pepsinproteolyse bei dem aus 
Diphtherie-Pferdeserum 3817 gewonnenen proteolytisch ge- 
reinigten Antitoxinpraparat (vgl. Tabelle VIL) (1g = 31400 AE). 





0,04 9°), Eiweif 0,04 9/9 Eiwei8 

0,002 9/9 Pepsin ohne Pepsin 
PH 

Spaltung in °/) Eiwei8 nach 
15' 30’ 15’ 120’ 24h 

1,6 71,5 82,0 15,0 15,0 19,0 
2,0 75,0 87,0 10,0 14,0 23,0 
2,6 74,0 86,0 9,0 22.0 26,0 
3,0 54,0 71,0 0 4,5 9,0 
3,5 13,5 29,0 0 0 0 
4,5 0 4,5 0 0 0 
5.0 0 0 0 0 0 
5,7 0 0 0 0 0 
7,5 0 0 0 i 0 0 
8,3 Q 0 0 0 0 


Unstabilitat bei den héheren Sauregraden. Wahrend bei den Albuminen 
wie bei den friiher! untersuchten Gesamtseren keine Eigenspaltung zu 
erkennen ist, unterliegen die Globuline, und zwar in erster Linie die 
Euglobuline, bereits nach 30 Minuten einem deutlich zutage tretenden 
Abbau, der nach 24 Stunden einen ganz erheblichen Umfang annimmt. 
Das Optimum der Eigenspaltung liegt bei py 3,0. Es zeichnet sich durch 
einen starken Abfall in der Richtung héherer py-Werte und eine viel 
geringere Abnahme im starker sauren Gebiet aus. Als nachstliegende 
Erklarungsméglichkeit fiir die Eigenspaltung der Globuline ware in 
Betracht zu ziehen, daB die bekannteste Serumproteinase, das Trypsin, 
in Abwesenheit der fermenthemmenden Albumine eine globulinspaltende 
Wirkung ausiibt. Die Lage des py-Optimums spricht aber gegen eine 
eigentliche Trypsinspaltung und macht die Beteiligung einer Saure- 
hydrolyse bei der Globulin-Eigenspaltung wahrscheinlich, womit vor 
allem die bevorzugte Spaltung der Euglobuline in Einklang steht?. 
Man kénnte sich auch vorstellen, daB die Saéure aus den Globulinen 
zunachst einen Aktivator fiir eine vom Redoxpotential abhangige 
Proteinase, z. B. das ebenfalls im Serum nachgewiesene Kathepsin, in 
Freiheit setzt und daB hierdurch das normalerweise bei py 4,5 liegende 
Optimum des Kathepsins sich nach starker saurem Gebiet verlagert. 
Méglicherweise handelt es sich auch um das Zusammenwirken einer 
Saure- und einer Peptidasenspaltung, die bei Anwesenheit von Albu- 
minen gehemmt wird. SchlieBlich ist auch noch eine Spaltung durch 

1 Diese Zeitschr. 805, 215, 1940. — 2 Nach Paradaschwilli und 
Gawrilow (Biochemia 4, 139, 1939) nimmt die Unbestandigkeit der 
SerumeiweiBkérper gegeniiber Séuren in der Reihenfolge Euglobulin, Pseudo- 
globulin, Albumin ab. 
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in das Serum geratenes Fibrinolysin! in Erwagung zu ziehen. Was auch 
immer die Ursache dieser noch naiher zu untersuchenden Selbstvyer. 
dauung von isolierten Globulinfraktionen sein mag, der Umstand, daj 
die Immunglobuline des Diphtherieserums 3936 in viel starkere: 
MaBe der Hydrolyse bei py 3,0 unterworfen sind als die normalen 
Globuline des Pferdeserums 3849, verdient besondere Beachtung. Wir 
haben, um einen Einblick in die Konzentrationsabhangigkeit der 
Globulin-Selbstspaltung zu bekommen, noch zusatzlich die Fraktionen 
und das nicht fraktionierte Diphtherieserum 3936, sowie zum Vergleich 
das normale Gesamtserum 3849 bei einer 32fach hédheren Eiweis- 
konzentration auf ihre Eigenspaltung hin untersucht (Tabelle X11). 

Man sieht, daB die Selbstspaltung bei den beiden Immunglobulinen 
bei héheren EiweiBkonzentrationen in verstérktem Umfange auftritt, 
woraus hervorgeht, daB ein etwa an der Spaltung mitbeteiligtes Ferment 
eine Aktivitatszunahme erfahren hat. Es liegt nun sehr nahe, diese 
Steigerung der Fermentaktivitat mit der Anreicherung von Spult- 
produkten infolge einer bei héherem EiweiBgehalt erfolgten Saure- 
hydrolyse in Verbindung zu bringen. Tatsachlich macht sich bei den 


Tabelle XII. pqy-Abhangigkeit der Eigenspaltung des Diphtherie- 
Pferdeserums 3936 und seiner Aussalzungsfraktionen (vgl. Ta- 
bellen V u. X) bei einer EiweiBkonzentration, die gegeniiber den 


Vorversuchen auf das 32-fache erhéht ist. Vergleichsversuch 
mit Normal-Pferdeserum 3849 (vgl. Tabelle IV u. IX). 





Diphtherie- Diphtherie- Diphtherie- Normales 
Gesamtserum Euglobulin Pseudoglobulin | Gesamtserum 
1,289/, Eiwei8 1,28 °/) EiweiB 1,28 9/9 Eiwei8 1,28 9/9 EiweiB | 1,28 9/9 Riweil 


Albumin 





PH || 
Spaltung in °/) Eiwei®B nach 
30’ | 120’| 24h || 30’ | 120’ | 24h || 30’ | 120’ | 24h || 30’ | 120’ | 24h|! 30’ | 120’ 24h 


25,0 | 36,0 | 39,5) 14,0 | 18,5 | 26,5) 0 | 0 |90); 0; 0. 0 


1,6 | 0} 0 | 12,5 

2010);01 7,5 0; 0:0 
2,2 31,0 | 38,5 | 41,0) 17,5 | 25,5 | 32,5) 0 | 0 10 

26/10; 0) 4,6 Sif | 0 
301/0;01 0 oT 6 | 0 
3,3 12,5 | 19,0 | 32,5) 9,0; 9,0) 20,5) 0 | 0 10 

351/0;0) 0 01010 
3,8 0 | 12,5; 23,0) 0 DB 61. 6150 18 

4,0 0 8,0 16,0 0 0 90" 0;0)0 

46/10;0; 0 0 0 0 0 0 0 O10 10 0; 0:0 
5,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5, 0 0 0 0 0 0 0 0:0 

5,710; 0) 0 0710 | 0 
6,0 0 0 0 0 0 0 0.) O° 10 

7,5 0 0 0; 0 0 
8310;01] 0 0;0:0 


1 Vgl. C.G, Pope, Brit. J. of exper. Pathol. 19, 245, 1938; Jiihling u. 
Wohlisch, diese Zeitschr. 298, 312, 1938. 
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nicht fraktionierten Diphtherieseren eine deutliche Spaltwirkung durch 
die héchste Saurekonzentration, also eine typische Saurehydrolyse, 
bemerkbar. Da das normale Pferdeserum durch die entsprechenden 
Sauregrade nicht angegriffen wird, kann zusammenfassend gefolgert 
werden, daB das AusmaB der Eigenspaltung von Pferdeseren von 
folgenden Faktoren abhangig ist: 1. Von einer Saurestufe von py 1.6 
bis 3,5, 2. von der Entfernung der Albumine, 3. von der EiweiBkonzen- 
tration und 4. von einem individuellen Serumfaktor, der wahrscheinlich 
bei normalen Seren weniger ausgepragt ist als bei Diphtherie-Immun- 
seren, , 

Im Verlaufe der friiheren Untersuchungen waren uns betrachtliche 
Unterschiede in der Spaltbarkeit verschiedener nativer Vollseren bei Er- 
héhung der Gesamtkonzentration von Pepsin und Substrat aufgefallen. 
Wir vermuteten damals, daf8 die Hemmung der Pepsinproteolyse durch 
eine von der Verdiinnung abhangige Anderung des Dissoziationsgrades 
der Serumproteine verursacht wird und daf da’s jeweilige Albumin- 
Globulinverhaltnis die Dissoziation maBgeblich beeinfluBt. Als wir 
nun die durch fraktionierte Fallung mit Natriumsulfat isolierten Albu- 
mine und Globuline eines normalen und eines Diphtheriepferdeserums 
bei den verschiedenen Konzentrationsstufen einer Spaltung durch 
anteilmaBig gleiche Pepsinmengen unterzogen, ergab sich ein klares 
Bild von der Art des Einflusses der Serumfraktionen auf die Spalt bar- 
keit der Gesamtseren, die wir vergleichsweise bei entsprechenden Kon- 
zentrationen mit untersuchten. 

Es zeigt sich namlich (Tabelle XIII), daB die bei py 4,5 durchgefiihrte 
Pepsinproteolyse der besonders leicht spaltbaren Albumine viel weniger 
konzentrationsabhangig ist als die der schwerspaltbaren Globuline, 
von denen die am schwersten angreifbaren Immunglobuline des Diphthe- 
riepferdeserums bei den héheren Konzentrationen tiberhaupt nicht mehr 
angegriffen werden. Bei den beiden Gesamtseren tritt der Einflu8 des 
Albumin-Globulinverhaltnisses auch bei den héheren Konzentrationen 
deutlich zutage, indem die Spaltbarkeit des albuminreichen Normal- 
serums sich als weniger konzentrationsabhangig erweist als die des 
globulinreichen Diphtherieserums. Es sei hier darauf hingewiesen, daB 
bei der friiheren Untersuchung eines Normalserums! bei den beiden 
héchsten Konzentrationen ein viel starkerer Riickgang der Spaltbarkeit 
auftrat als bei der jetzigen. Der Grund fiir diese Abweichung diirfte 
in der damaligen kiirzeren Beobachtungszeit von 30 und 60 Minuten 
zu suchen sein, bei der sich die Abhangigkeit des Spaltungsverlaufes 
vom Albumin-Globulinverhaltnis erfahrungsgeméB noch nicht so 
deutlich entfaltet wie nach 2 bis 4 Stunden. Wir haben jedoch zur 


1 Biochem. Zeitschr. 805, 209, 1940. 
Biochemische Zeitschrift Band 308. O14 
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sicherung der neuen Befunde gleich- 
laufende Versuche noch mit einem zweiten 
Normalserum, ferner mit einem Tetanus- 
und einem Perfringensserum angesetzt 
und den Spaltungsumfang wie bei den 
vorhergehenden Untersuchungen nach 
2 und 4 Stunden ermittelt. 

Auch die weiteren in Tabelle XIV 
angefiihrten Beispiele mit Gesamtseren 
assen deutlich den EinfluB des Albumin- 
vehalts auf den Spaltungsgrad bei allen 
untersuchten Konzentrationen erkennen. 
Man kann daher die Ergebnisse dieser 


Versuchsreihe dahin zusammenfassen, 
daB Seren mit hohem Albumingehalt 
auch in Ansatzen mit relativ hohen 
Konzentrationen von Eiweifs und Pepsin 
leichter gespalten werden als globulin- 
reiche, weil die Albumine von Pepsin 
bei pu 4,5 bevorzugt gespalten werden 
und die Albuminspaltung weniger kon- 
zentrationsabhangig ist als die Globulin- 
spaltung. Da nach Northrop! die Spal- 
tung verschiedener Proteinarten durch 
Pepsin bei einem bestimmten py davon 
abhangt, wie groB die Zahl der titrier- 
baren ionogenen Gruppen eines Proteins 
(in positivem Ladungszustand) bei diesem 
pu ist, kann aus der Spaltbarkeitserhé- 
hung, die wir bei Serumalbuminen und 
-globulinen beim Verdiinnen beobachten 
konnten, gefolgert werden, daB die Disso- 
ziation der beiden Serumproteine durch 
das Verdiinnen eine Steigerung im Sinne 
Sorensens? erfahrt. Die bessere Spalt- 
barkeit der Albumine bei schwach saurer 
Reaktion erklairt sich somit in guter 
Ubereinstimmung mit den Vorstellungen 
Northrops und Sérensens durch den 
héheren Dissoziationsgrad dieses Pro- 


! Crystalline Enzymes, Columbia Uni- 
versity Press 1939, S. 8. 2 Kolloid- 
Zeitschr. 58, 102, 170, 306, 1930. 


Gesamtkonzentration 


(pu 4,5) bei zunehmender 


Spaltbarkeit 


Anderung der 
von Serumeiwei®B und Ferment. 


Tabelle XIV. 








Weitere Beispiele mit nativen Seren. 
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teins, wie sich auch die geringere Spaltbarkeit der Globuline und yor 
allem die starke Abhangigkeit von der Verdiinnung in unserem Ver. 
suchsbereich von 1,28—0,04°, zwanglos mit der viel geringeren Disso- 
ziationstendenz der Globuline in Einklang bringen laBt. SchlieBlich 
ergibt sich fiir das Antitoxinprotein und seine im Verlaufe der Immu- 
nisierung neuentstandenen Begleitproteine auf Grund ihrer Unan. 
greifbarkeit durch Pepsin in proteolytisch gereinigtem Zustand bei 
einer Konzentration von 0,04°,, bzw. in der Form von Aussalzungs. 
fraktionen bei einer solchen von 1,28 °%, 
logischer PferdeeiweiBkérper bei py 4,5 nicht nennenswert  disso- 
ziiert ist. 


0 


da diese Gruppe patho- 


Wie bereits erwahnt, lassen sich derart sinnfallige Unterscheidungs. 
merkmale fiir die genannten Proteine aus den bekannten Molekular. 
konstanten nicht ableiten. Insbesondere kénnen, wie iibrigens auch 
bei der Trypsinproteolyse, die Molekulargewichte (Serumalbumin 68000) 
bis 70000, Serumglobulin einschlieBlich Diphtherieantitoxin 150000 
bis 167000) 1 die gefundenen Spaltbarkeitsunterschiede nicht erklaren. 
Moglicherweise werden aber etwa vorhandene Beziehungen dadurch 
verwischt, daB durch die zur Molekulargewichtsbestimmung benutzten 
Methoden eine stirkere Assoziation der Proteine bewirkt wird als man 
gewohnlich annimmt. Am besten diirfte zur Zeit der Zustand geldster 
Proteine von der Theorie Sorensens erklart werden, nach der die Eiweil- 
kérper als reversibel dissoziable Komponentensysteme aufzufassen sind. 


Zusammenfassung. 


Die in einer vorangegangenen Arbeit iiber die Pepsinspaltung von 
normalen und antitoxischen Vollseren bei py 4,5 gefundene Abhiangig- 
keit der Spaltbarkeit vom Albumingehalt kann durch die Untersuchung 
isolierter Serumfraktionen bestatigt werden. Sowohl bei Pferde-, 
Rinder- und Hammelseren verlauft die Pepsinspaltung bei diesem py 
mit einer 10- bis 30fach gréBeren Geschwindigkeit als die der Eu- 
globuline und Pseudoglobuline. Bei den Pferdeserumfraktionen sind die 
Spaltbarkeitsunterschiede im Endstadium der Proteolyse noch wesent- 
lich gréBer, weil die Albumine des Pferdeserums in geringerem Umfange 
Hemmungserscheinungen zeigen als die des Rinder- und vor allem 
Hammelserums. 


Wahrend bei der Untersuchung von Gesamtseren ein EinfluB des 
Antitoxingehalts bei Diphtherie-, Tetanus- und Perfringensseren au! 
die Spaltungsgeschwindigkeit nicht in Erscheinung trat, ist bei den 


1 Svedberg u. Pedersen, Die Ultrazentrifuge, IV, A. Steinkopf 1940. 
Pappenheimer, Lundgren u. Williams, J. of exper. Med. 71, 247, 1940. 
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antitoxischen Globulinfraktionen aus Pferdeseren die Spaitbarkeit 
vegentiber der normaler Globuline deutlich herabgesetzt. Aber weder 
bei den immunstoffhaltigen Aussalzungsfraktionen noch bei besonders 
antitoxinreichen proteolytisch gereinigten Praparaten aus Diphtherie- 
etanus- und Perfringensseren vom Pferd kann die nachgewiesene 
Herabsetzung bzw. Aufhebung auf das Antitoxin allein zuriickgefiihrt 
werden. Wohl aber kann der Nachweis erbracht werden, daB pro- 
teolytisch gereinigte Diphtherieantitoxine auBer dem Antitoxinprotein 
noch Antikérper gegen das nichttoxische und kochbestandige Bakterien- 
eiwei3 der Diphtheriebazillen enthalten, die in einem konstanten 
Mengenverhaltnis zu den Antitoxinen vorkommen. Neben diesen 
beiden aktiven Komponenten kann noch ein drittes inaktives Protein 
nachgewiesen werden, das die Hauptmenge der proteolytisch gereinigten 
Serumfraktion darstellt und in umgekehrtem Verhaltnis zu dem Anti- 
toxingehalt derselben steht. Wahrscheinlich ist dieses inaktive Begleit- 
protein identisch mit einer in sehr geringen Mengen in normalem Pferde- 
serum vorkommenden Eiweibfraktion, die aber im Verlaufe der 
Immunisierung sehr stark anwachst und den Hauptbestandteil der 
.,Globulinvermehrung* bilden diirfte. Nach dem derzeitigen Stand der 
Untersuchung sind die drei erwahnten Eiweibstoffe des Diphtherie- 
serums als Neubildungen mit auBerst ahnlichen Eigenschaften aufzu- 
fassen, denn sie unterscheiden sich gemeinsam von den normalen 
Serumproteinen durch ihre Unangreifbarkeit durch Pepsin bei schwach 
saurer Reaktion, derzufolge sie sich auch nicht durch eine enzymatische 
EiweiBanalyse bei py 4,5 voneinander differenzieren lassen. 

Die bei py 4,5 von Pepsin nicht angreifbare antitoxisch wirksame 
Serumfraktion wird bei Sauregraden < py 3,5 ebenso leicht gespalten 
wie normale Serumglobuline. 

Bei gleichzeitiger Erhéhung der Pepsin- und EiweiBkonzentrationen 
innerhalb eines Bereiches von 0,04—1,28°, EiweiB verhalten sich die 
Globuline bei py 4,5 grundsatzlich verschieden von den Albuminen, 
indem ihre Spaltung durch Pepsin mit zunehmender Proteinkonzentra- 
tion viel starker gehemmt wird als die der Albumine. Dieses Verhalten 
wird mit dem verschiedenen Dissoziationsgrad der beiden wichtigsten 
SerumeiweiBkérper bei den einzelnen Verdiinnungsstufen in Zusammen- 
hang gebracht. Hieraus kann fiir die selbst bei einer Konzentration 
von 0,04° nicht spaltbaren Proteine gefolgert werden, daB sie bei 
dem Untersuchungs-py von 4,5 praktisch nicht dissoziiert sind. 


Bei Rinder- und Hammelseren wird die Bildung des Diphtherie- 
antitoxins von einer starken Vermehrung der Euglobulinfraktion 
begleitet. Aber bei diesen beiden Tierarten unterscheidet sich die 
Spaltbarkeit des Diphtherieantitoxins durch Pepsin bei schwach saurer 
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Reaktion nicht von den normalen Euglobulinen. Demzufolge wird auch 
das Rinder- und Hammelantitoxin im Gegensatz zum Pferdeantitoxin 
unter den Versuchsbedingungen zerstért. Es ergibt sich somit, da 
die Diphtherieantitoxine verschiedener Tierarten in ihrem Aufbau stark 
voneinander abweichen. 

Bei isolierten Globulinfraktionen wird eine bei py 3,0 und hohen 
KiweiBkonzentrationen optimale Eigenspaltung gefunden, die bei 
Immunglobulinen des Pferdeserums ausgepragter ist als bei normalen. 
Es werden Erklarungsversuche fiir diese Selbstspaltung, der vorwiegend 
die Euglobulinfraktion verfallt, angefiihrt. 


Auch bei dieser Arbeit konnte ich mich der hingebungsvollen Unte1 
stiitzung durch Herrn M. Wirth erfreuen, dem die Ausfiihrung der meisten 
Versuche iibertragen wurde. Ihn begleiten meine besten Wiinsche bei 
seinem derzeitigen Kriegsdienst. 
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Uber die Inhaltsstoffe der Friichte 
von Rhus typhina L. 
Ill. Mitteilung: 
Untersuchung der Gerbstoffe in den Friichten und Blittern des 
Essigbaumes. 
Von 
J. Tischer und R. Seidl. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie der Landwirt- 
schaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwerd.) 


(Eingegangen am 23. April 1941.) 


In den Friichten des Essigbaumes konnten wir neben Fetten (1) 
und Apfelsaure (2), tiber die wir vor kurzem berichteten, beachtliche 
Mengen von Gallotannin-Gerbstoffen nachweisen. Nur selten ist bisher 
der Gerbstoffgehalt von Friichten verschiedener Rhus-Arten bestimmt 
worden, zu wiederholten Malen dagegen der der Blatter, die bekanntlich 
in gepulvertem Zustande als Sumachgerbstoff im Handel sind oder aus 
denen auch Sumachextrakte gewonnen werden. T'rimble (3), der sich 
um die Jahrhundertwende mit der Untersuchung amerikanischer Friichte 
von Rhus glabra und Rhus typhina beschaftigt hat, gibt an, daB im 
September gesammelte Friichte weniger Tannin enthalten als solche, 
die im August eingeholt wurden. In der Samenschale von Rhus glabra 
fanden Frankforter und Martin (4) 7,3°¢ ,,Gallusgerbséure. Andere 
spirliche Angaben des Schrifttums beschranken sich unseres Wissens 
auf den qualitativen Nachweis von Gerbstoffen (5), ohne Gehalts- 
angabe. 

Wir haben den Gerbstoffgehalt der ganzen Friichte, der Frucht- 
hiillen und der Samen getrennt nach dem Filterverfahren der inter- 
nationalen Hautpulvermethode (6) ermittelt. Dazu verwendeten wir 
eine Mischprobe von Friichten, die von verschiedenen Baumen der Um- 
gebung von Tetschen stammte und vor der Untersuchung mit Benzin 
entfettet wurde. Die Ergebnisse unserer Bestimmungen sind in Tabelle I 
enthalten, in der a und / Parallelbestimmungen, m die Mittelwerte 
bedeuten. Um Gerbstofflésungen zu erhalten, die sich innerhalb der 
fiir die Bestimmung vorgeschriebenen Gehaltsgrenzen bewegen (3,75 
bis 4,25 g/Liter), wurden auf Grund orientierender Versuche von den 
ganzen Friichten 60 g, von den Fruchthiillen 50 g und von den Samen 
80 g fein gepulvertes Material im Procter-Extraktor ausgelaugt und die 
Geschwindigkeit der Extraktion jeweils so geregelt, da in 4 Stunden 
unter Einhaltung der vorgeschriebenen Temperatursteigerung 2 Liter 
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Extrakt abtropften. Die nach den internationalen Methoden (6) aus. 
gefiihrten Bestimmungen des Trockenriickstandes, des .,Gesamt- 
léslichen** und der ,,léslichen Nichtgerbstoffe‘’ in den Extrakten sind 
auf Trockensubstanz umgerechnet; der Wassergehalt der gemahleney 
entfetteten Friichte, Fruchthiillen und Samen wurde aus ihrer Gewichts. 
abnahme nach 5stiindigem Trocknen im Thermostaten ermittelt. 


Tabelle I. 





BH. 0- 
— Trocken- Unlésliche , Lisliche 
retat Ger et- | riickstand des Bestandteile Nichtgerb- Gerbstoffi 
Bhus typhina oe sg Extraktes des Extraktes stoffe 
obe 
% % % % % 
a 24,40 a 0,36 a 9,87 a 14,16 
Ganze Friichte 7,78 m 24,31 m 0,34 m 9,64 m 14,43 
b 24,22 b 0,31 b 941 b 14,69 
( @ 27,91 a 0,79 a 10,88 a 16,24 
Fruchthiillen . 6,24 m 27,90 m 0,77 m 10,85 m 16,28 
b 27,89 b 0,75 b 10,83 b 16,31 
| a 19,45 a 0,73 a 8,01 a 10,71 
Same ...... 6,25 m 19,45 m 0,67 m 8,04 m 10,75 
|b 19,45 b 0,60 b 8,06 b 10,79 


Die Fruchthiillen erwiesen sich gerbstoffreicher als die Samen: 
der Gehalt des Extraktes an ,,léslichen Nichtgerbstoffen* scheint zum 
Gerbstoffgehalt in einem nicht ungiinstigen Verhaltnis zu stehen. Die 
, léslichen Nichtgerbstoffe’*, die auf den Gerbstoff peptisierend 
wirken sollen (7), enthalten reichliche Mengen Zucker, aus denen sich 
in den Gerbbriihen unter der Mitwirkung von Hefen und Bacterien 
in erster Linie Essigséure bildet, wahrend aus den iibrigen ,,léslichen 
Nichtgerbstoffen** vorwiegend Milchséure hervorgeht (8). 

_ Die qualitative Untersuchung des Gerbstoffes, die in der iiblichen 
Weise (6) mit 0.4 bzw. 2,5° igen Lésungen ausgefiihrt wurde, ergab 
eindeutig seine Zugehérigkeit zur Gruppe der Gallotannine; Catechin- 
gerbstoffe konnten nicht nachgewiesen werden. 

Ein tropfenweiser Zusatz einer frisch bereiteten 0,5 ° igen Gelatine- 
lésung zum klaren Gerbstoffauszug fiihrte eine deutliche Triibung herbei 
Neutrales Bleiacetat lieferte eine starke schmutzig gelbgriine Fallung. Die 
Formaldehydprobe ergab einen ockergelben Niederschlag, der infolge des 
negativen Ausfalles anderer Proben, insbesondere der Bromprobe, nicht 
durch Catechingerbstoffe hervorgerufen sein konnte (9); im Filtrat entstand 
nach Zusatz von Eisenalaun und Natriumacetat eine tief blauviolette 
Fairbung. Die Eisenprobe ergab eine ausgesprochene Blaufirbung. De! 
tropfenweise Zusatz einer ausreichenden Menge starken Bromwassers 21! 
der mit Essigsiure angesduerten Lésung des Gerbstoffes hatte erst nach 
langerem Stehen, und da nur eine sehr schwache Triibung zur Folge. Di 
Essigséure-Bleiacetatprobe sowie die Schwefelammoniumprobe lieferten 
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starke Fallungen und zeigten damit positive Reaktionen auf Gallotannine 
an. Um gegebenenfalls freie Catechine aufzufinden, wurde eine Probe der 
gemahlenen Friichte wochenlang mit Ather extrahiert; im Atherextrakt 
konnten wir freie Apfelsiure und Harze (2), nicht aber Catechine nach- 


weisen. 

Der Gerbstof{gehalt der Blatter. Um den Gerbstoffgehalt der Friichte 
mit dem der Blatter vergleichen zu kénnen und um festzustellen, wie 
sich der Gerbstoffgehalt der Blatter der in unserer Gegend wachsenden 
Essigbaéume mit fortschreitender Jahreszeit andert, haben wir auch einige 
Gerbstoffbestimmungen im Blattpulver durchgefiihrt. 

Das getrocknete und zu einem Pulver zerriebene Gemenge der 
Blatter, Blattstiele und jungen Zweige verschiedener Rhus-Arten ist 
bekanntlich unter der Bezeichnung ,,Sumach* als Gerbmittel im Handel 
und wird zur Gerbung von Feinleder verwendet. Die verschiedenen 
kiuflichen Sumachsorten haben einen sehr verschiedenen Ursprung 
und besitzen auch ein verschiedenes Gerbevermégen. Man verwendet 
in den verschiedenen Landern zur Herstellung des Sumachs die Blatter 
von Rhus coriaria, Rh. cotinus, Rh. glabra, Rh. typhina, Rh. penta- 
phyllum, Arbutus uva ursi und Coriaria myrtifolia (10); meist wird 
zum Gerben unmittelbar das Blattpulver der im Friihsommer geernteten 
Blatter verwendet ; das damit gegerbte Leder soll voller werden als beim 
Gerben mit daraus gewonnenen Extrakten, doch finden auch solche 
in der Gerberei vielfach Verwendung. Der Sumach ist als mildes hoch- 
wertiges Gerbmittel bekannt, das ein weiches Leder von heller Farbe 
liefert und deshalb auch in hohen Konzentrationen Verwendung finden 
kann; doch ist sein Gerbstoff empfindlich gegen héhere Temperaturen 
und unterliegt leicht der Fermentation. Wegen seiner Bleichwirkung 
wird der Sumachgerbstoff vielfach auch zum Nachgerben dunkler 
pflanzlich gegerbter Leder verwendet (11). Als die gerbstoffreichste 
von allen Sumachsorten gilt der sizilianische Sumach (Rhus coriaria); 
doch schwankt sein Gerbstoffgehalt bedeutend. Kurz vor der Bliite 
gesammelte Blatter sollen am gerbstoffreichsten sein; in altem Sumach 
findet dagegen durch Garung eine Hydrolyse des Gerbstoffes in Gallus- 
siure und Zucker statt (12). Eine Zusammenstellung der Gerbstoff- 
gehalte von Sumachsorten verschiedener Rhus-Arten aus allerlei Landern 
bringt Tabelle IT, aus der auch die Abnahme des Gerbstoffgehalts bei 
Rhus coppalina im August ersichtlich ist. Die Tabelle enthalt auch 
die im Schrifttum verzeichneten Angaben iiber den Gerbstoffgehalt 
der Blatter von Rhus typhina (12) [= Rh. hirta (15, 16)|, dessen 
Schwankungen teils mit der Erntezeit, teils mit dem verschiedenen 
Standort der Essigbiume zusammenhangen diirften. 


Bei unseren Untersuchungen wahliten wir fiir die Einholung 
der zur Gerbstoffbestimmung verwendeten Blatter drei verschiedene 
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Tabelle Il. Gerbstoffgehalt der Sumachsorten verschiedene: 
Rhus-Arten. 





,,Lisliche 
Rhus-Art Gerbstoft Nichtgerbstoffe* Herkunftsort Erntezeit 
Rh. coriaria (12) 16—24,37 Sizilien Juli— August 
‘ ‘ (13) 25 —35 a n 
” és (11) 22—30 Be 
Fa “se (14) 18—21 15—19 Nordkaukasus 
Rh. typhina (12) | 16,18 Java August 
» hirta (15) 27,66 Nordamerika 
* a (16) rs 12,6 Boéhmen 
Rh. cotinus (17) 3,0 Triest 
‘5 ” (17) 7—10 Dalmatien 
¥ - (17) 28 —29 Montenegro 
as » (14) 15—20 13—18 Nordkaukasus 
Rh. glabra (12) 23,56 Virginien August 
of me (12) 16,50 Columbia mm 
Re 2 (12) 16,87 Java ‘s 
; a (15) 25,14 Nordamerika 
Rh. copallina (12) 22,75 za Juni 
> ‘ (12) 27,38 - Juli 
a -. (12) 16,99 = August 
a me (15) 28,95 * 


Termine, und zwar die Zeit kurz vor der Bliite (anfangs Juli), die Zeit 
der Samenreife (Anfang Oktober) und das herbstliche abgefallene Laub 
(Mitte November). Die Blatter wurden jedesmal dem gleichen Baum 
entnommen. Zur Gerbstoffbestimmung wurden die Fiederblattchen 
von den Blattstielen abgetrennt und in kleinen Biindeln zu je 10 Stiick 
an einer Schnur hangend wahrend 6 Tagen an der Luft getrocknet: 
dann wurden die griinen lufttrockenen Blattchen zu einem feinen Pulver 
zerrieben und das Blattpulver nach der iiblichen Methode im Proctey- 
Extraktor bei den vorgeschriebenen Temperaturen ausgelaugt. Da 
die zur Bliitezeit eingeholten Blatter nur wenig Gerbstoff enthielten, 
wurden fiir ihre Extraktion 200 g Blattpulver verwendet, von den aus 
Windisch-Kamnitz stammenden, spater eingebrachten Blattern 50 g, 
von den beiden iibrigen Proben je 40 g. Jeweils wurden 2 Liter Extrakt 
abgezogen. Die Bestimmung der ,,léslichen Nichtgerbstoffe’’ wurde 
ebenso wie in den Friichten nach der Filtermethode ausgefiihrt. 
Abweichend von den bei anderen Sumacharten (Rhus copallina 
und Rh. coriaria) zur Bliitezeit festgestellten hohen Gerbstoffgehalten 
fanden wir bei Rhus typhina aus unserer Gegend zu dieser Zeit einen 
auffallend niedrigen Wert (Tabelle III). Die am 2. Oktober aus Birkigt 
bei Tetschen eingebrachten Blatter mit 21% Gerbstoff stammten 
von einem jiingeren Baum, die in Windisch-Kamnitz gesammelten 
Blatter mit nur 16,8°% Gerbstoff von einem sehr alten Baum. Den 
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Tabelle II. Gerbstoffgehalt der Blatter von Rhus typhina aus 
der Umgebung von Tetschen zu verschiedenen Jahreszeiten. 





H, O- - Unlésliche ; 
Gehalt Procken- Bestandteile ., Losliche 
Finholung der Blitter des Blatt- Tuckstand des des Nichtgerb- Gerbstoffe 
| pulvers Extraktes Extraktes stoffe 
0 my ° o ° 


) ° () °o o 


Kurz vor der Bliite | 


4, VII. 1939 9,28 29,18 0,94 24,49 3,74 
(Birkigt) 

Samenreife | | a 40,66 a 0,97 a 18,93 a 20,76 
2. X. 1939 7,28 m 40,66 m 0,88 m 18,80 m 21,00 
(Birkigt) | b 40,66 ~=—-b 0,78 b 18,67 = b 21,22 
Samenreife a 41,68 a 1,90 a 23,21 a 16,57 


4. X. 1939 | 5,87 m 41,68 m 1,77 m 23,10 m 16,82 
\Windisch-Kamnitz) | | | 6 41,68 = -b 1,63 b 22,99 —-b 17,06 


Abgefallenes Laub | ( @ 29,36 a 1,14 a 7,63 a 20,59 
11. XI. 1939 |) 6,27 m 29,36 m 0,97 m 7,48 m 20,92 
(Birkigt) | & 29,36 — -b 0,79 b 7,33 | b 21,24 


gleichen Gerbstoffgehalt wie anfangs Oktober fanden wir 5 Wochen 
spiter in dem eben abgefallenen Laub des gleichen Birkigter Baumes; 
im Gegensatz zum Gerbstoffgehalt hat jedoch der Gehalt des Extraktes 
an ,,léslichen Nichtgerbstoffen’’ sehr wesentlich abgencmmen (von 
18,8 auf 7,5%). 

Die qualitative Untersuchung der voéllig klaren Blattausziige ergab 
wiederum eindeutig die Zugehdérigkeit des Gerbstoffes zur Gruppe der 
Gallotannine. Dabei konnten keine Anhaltspunkte fiir die gleichzeitige 
Gegenwart von Catechingerbstoffen gefunden werden. Bei der Form- 
aldehydprobe wurde nur ein geringfiigiger hellbrauner Niederschlag 
erhalten und bei der Bromprobe entstand auch nach langerem Stehen 
keine Triibung. Die einzelnen Reaktionen unterschieden sich von denen 
der Fruchtausziige nur unwesentlich. Bei manchen Proben fiel die Farbe 
der Niederschlige heller aus. Die Cyankaliprobe lieB das Vorhanden- 
sein von freier Gallussiure erkennen. Beim Schiitteln der Gerbstoff- 
lisung mit 1 ccm einer ] %igen Kaliumcyanidlésung farbte sich das 
Reaktionsgemisch rosa; die Farbung verschwand beim Stehen der 
Lésung wieder und konnte durch neuerliches kraftiges Schiitteln wieder 
hervorgerufen werden. Dieser Vorgang lieB sich beliebig oft wieder- 
holen. Eine Priifung des Blattextraktes auf freie Ellagsaure mit Natrium- 
nitrit und tropfenweisem Zusatz von n/10 Schwefelsdure ergab eine 
braune Fallung, die die Abwesenheit von gebundener Ellagsaiure an- 
zeigte. 

Zusammenfassung. 


Aus dem Sudetenland stammende entfettete Friichte des Essig- 
baumes enthielten durchschnittlich iiber 14° Gerbstoffe, die zur Gruppe 
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der Gallotannine gehoéren ; der gréBere Anteil entfie! auf die Fruchthiil!ey 
Der Gerbstoffgehalt der Blatter unserer heimischen Essigbiéume jst 
abweichend von dem anderer Rhus-Arten zur Bliitezeit am geringstey 
erreicht aber anfangs Oktober etwa 21°. Auch das im Herbst eben 
abgefallene Laub enthalt etwa gleichviel Gallotanningerbstoff, jedoch, 
weniger als die Halfte an ,,léslichen Nichtgerbstoffen wie im Oktober. 


Anmerkung bei der Korrektur. In einer uns erst jetzt im Origina| 
vorliegenden kurzen Mitteilung fiihren Belavsky und Sléma (18) an. 
daB die Blatter von Rhus typhina-Kulturen, die in Mahren (Zlin 
geziichtet wurden, ein ahnliches Ansteigen des Gerbstoffgehaltes er- 
kennen lassen, wie wir es beobachtet haben. Im Juni geben die ve. 
nannten Autoren den Gerbstoffgehalt mit 3,34 °% 


im Oktober mit 18,43 ° und im verfairbten herbstlichen Laub (Novem. 
= O/ 


ber) mit 25,67 an. 
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Vergleichende Untersuchungen 
iiber den Zinkgehalt des Pankreas von normalen 
und hypophysektomierten Hunden. 
Von 
L. Horvai. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1941.) 


Mosonyi (1) beobachtete bei hypophysektomierten Hunden eine 
doppelte bis dreifache Steigerung der Nahrungsaufnahme und _ bringt 
diesen Umstand mit der bei diesen Tieren auftretenden Fettsucht in 
Zusammenhang (daher: adipositas polyphagica hypophyseopriva). Als 
Grundlage dafiir soll die gesteigerte Funktion der Inselelemente des 
Pankreas dienen, da v. Bakay jr. (2) bei von Mosonyi hypophysekto- 
mierten Hunden im Pankreas eine betrachtliche Vermehrung des 
Langerhansschen Inselapparates (15 bis 120°.) nachweisen konnte. 
Fiir die gesteigerte Insulinproduktion diirften die erhéhte  Insulin- 
empfindiichkeit und gesteigerte Kohlenhydrattoleranz der hypophysek- 
tomierten Tiere sprechen. Im Hinblick darauf, daB die im Pankreas 
der hypophysektomierten Hunde auftretenden histologischen Verande- 
rungen in Wirklichkeit mit einer gesteigerten Lnsulinproduktion einher- 
gehen, wurden in unserem Institute Untersuchungen eingeleitet, die 
jedoch noch zu keinem endgiiltigen Ergebnis fiihrten. Da in der Literatur 
auch Angaben vorliegen, welche dem Zink sowohl bei der Bildung, 
wie auch bei der Wirkung des Insulins eine wichtige Rolle zuschreiben, 
hielten wir es fiir angebracht, am Pankreas sowohl normaler, wie hypo- 
physektomierter Hunde vergleichende Zinkbestimmungen auszufiihren. 

Beziiglich dieser Frage wollen wir aus der Literatur folgendes anfiihren. 

Scott und Fisher (3) (4) klarten die wichtige Rolle des Zinks bei der 
kristallinischen Darstellung des Insulins und die dadurch bewirkte Ver- 
langerung der Insulinwirkung auf. Sahyun und Feldkamp (5), ferner Rabino- 
witsch und Mitarbeiter (6) wiesen auch in gewohnlichen Insulinpraiparaten 
Zink nach, dessen Menge, auf die Trockensubstanz berechnet, zwischen 
0,04 —0,3 & schwankt. Im kristallinischen Insulin fanden Scott und Fisher — 
auf die Gesamtasche bezogen — 0,52, Zink, das so eng an die Insulin- 
molekiile gebunden ist, daB sich seine Menge auch nach wiederholtem Um- 
kristallisieren nicht andert — gleichbleibende Proportion und man das 
Zink vom Eiwei8 auch durch Elektrolyse nicht trennen kann [E. J. Cohn 
und Mitarbeiter (7)]. Beziiglich der eventuellen biologischen Rolle des Zinks 
erwahnen wir noch die Untersuchungen von Thunberg (8), der auf Zugabe 
von Zink in aus bestimmten Pflanzensamen hergestellten Extrakten den 
OxydationsprozeB stimulieren konnte. Zu einem ahnlichen Ergebnis 
gelangten Lohmann und Kossel (9), welche die Wirkung von Zink in ver- 
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schiedenen Konzentrationen auf das Verhalten der Carboxylase wu 
suchten. Sie fanden eine gesteigerte carboxylatische Spaltung der Bren, 
traubensaéure, welche durch ausgewaschene Trockenhefe ausgeiibt wiir« 
Ihres Erachtens diirfte das Zink, da es in den lebenden Zellen sehr hiiutig 
vorkommt und auch in der Hefe in sehr hoher Konzentration (bis zu 9 
auf die Trockensubstanz berechnet) vorhanden ist, im Kohlenhydratstoji- 
wechsel eine gewisse Rolle spielen. Neuberg und Kobel (10) fanden bei Ver. 
suchen in vitro ebenfalls, daB Zinkverbindungen die Umwandlung eines 
Produktes des Kohlenhydratstoffwechsels, des Methylglyoxals, zu Milcl 
siure schon bei 37° beschleunigen. Dagegen konnten Hechter und Mit 
arbeiter (11) bei ihren in vitro-Versuchen die Succinodehydrasewirking 
des kristallinischen Insulins verhindern. Sie fiihren diese Wirkung auf de: 
Zinkgehalt des Insulins zuriick. Nach der Beobachtung von E. Hove (}2 
kann ein Zinkion -+- «-Aminosdure die Aktivierung der dialysierten intesti 
nalen Phosphatase um 200 % steigern. 


Im menschlichen Organismus steht das Zink mengenmaBig hinter dem 
Eisen. Nach Bertrand (13) betragt es ungefahr die Halfte des Eisens, und 
zwar annahernd 0,002 auf 100 g, was also fiir einen Menschen mit einen 
Koérpergewicht von 70 kg berechnet, 1,4 g¢ Zink ausmacht. Menschen und 
Tiere bringen bei ihrer Geburt schon eine gewisse Zinkmenge mit aut 
die Welt. 


Auch die an Tieren ausgefiihrten Versuche zeigten, daB bei den Siuge- 
tieren der Zinkgehalt der beim Menschen gefundenen Menge nahezu gleich- 
kommt [Drinker und Mitarbeiter (14) (15) (16)]. Dieselben Autoren fanden 
bei Ratten, daB sich der Zinkgehalt ihrer Organe auch bei Verfiitterung vo1 
Zinksalzen nicht wesentlich andert und auch dem Lebensalter nach kein 
besonderer Unterschied nachweisbar war. Aus allen diesen Feststellungen 
wird gefolgert, daB dem Zink im Organismus eine wesentliche funktionelle 
Bedeutung zukommt. Burstein (17) erwahnt in seiner Mitteilung, dal} die 
Verteilung des Zinks im menschlichen ebenso wie im tierischen Organismus 
nicht gleichmaBig ist, daB dagegen die Mengen bei denselben Gewebearten 
iibereinstimmen, so z. B. enthalt das Menschenblut 0,52 mg°®%, das Rinder- 
blut 0,51, das Hundeblut 0,45, das der Katze 0,46 und das der Ratt 
0,67 mg®. Diese Ubereinstimmung geht nach Bursteins Untersuchungen 
so weit, daB auch die Zinkverteilung zwischen den roten Blutkérperchen 
und dem Plasma bei den einzelnen Arten annahernd die gleiche ist. Im 
allgemeinen ist fiir die Verteilung des Zinks in den einzelnen Organen des 
Organismus charakteristisch, daB vorwiegend die produktiv sezernierenden 
Organe Zink enthalten, wahrend die eher passiven Organe, wie Muskulatur, 
Knochen, Fettgewebe usw. Zink nur in geringer Menge aufweisen [Oppen- 
heimer (18)]. So betragt z. B. nach Simakov (19) der Zinkgehalt der mensch- 
lichen Hypophyse 112 mg, der Schilddriise im Durchschnitt 12,6 mg°®,,, 
der Hoden 12,3 mg®,, des Pankreas zwischen 1,6 und 5,6 mg°%, auf Trocken- 
substanz berechnet. Nach Angabe dieses Autors beeinfluBt das Lebensalter 
den Zinkgehalt nicht. Die groBen Unterschiede im Zinkgehalt der Driisen 
lassen darauf schlieBen, daB dem Zink im hormonalen Stoffwechsel des 
Organismus eine gewisse Bedeutung zukomme,. Scott und Fisher (20) fanden 
im Pankreas von Katzen mehr Zink als in der Leber. Drinker und Mit 
arbeiter (14) stellten an einer ganzen Reihe von Versuchstieren im Zink 
gehalt der Nebennieren und der Geschlechtsdriisen groBe Schwankungen 
fest, woraus sie folgern, daB der Zinkgehalt dieser Driisen vom Grade ihre: 
Funktion abhangen kann, und eben diese Verschiedenheit den Zustand 2! 
Zeit der Untersuchung widerspiegle. 
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Bertrand und Benzon (21) hielten Mause bei zinkfreier Nahrung und 
fanden, daB deren Lebensdauer gegeniiber den bei zinkhaltiger Nahrung 
gehaltenen Tieren ausnahmslos bei jeder Serie wesentlich kiirzer war. 
Bertrand und Bhattacherjee (22) untersuchten die Beziehung zwischen dem 
Zink und dem Vitaminhaushalt. Sie gaben den auf zinkfreier Nahrung ge- 
haltenen Mausen reichlich Vitamin A, B,, B, und D, und das Lebensalter 
lieser Tiere betrug im Durchschnitt 16,9 Tage, wahrend die mit zinkhaltiger 
Nahrung und denselben Vitaminen gefiitterten Mause durchschnittlich 
i4,4 Tage lebten. Daraus schlieBen sie auf einen gewissen Synergismus 
zwischen Zink und Vitaminen. Hove und Mitarbeiter (23) (24) folgerten aus 
hren Untersuchungen an zinkfrei ernahrten Ratten, da zwischen dem 
Zink und der Hormonproduktion der Hypophyse, ferner der Wirkung der 
Hypophysenhormone am Darm (Peristaltik und Tonus) ein gewisser Zu- 
sammenhang moéglich sei. In anderen Versuchen, welche sie mit 2 Wochen 
ten Ratten begannen und in deren Verlauf das Futter alle ,,Spuren- 
elemente** mit Ausnahme des Zinks enthielt und die Tiere auch reichlich 
mit Vitaminen versehen wurden, beobachteten sie, daB die zinkfrei ernahrten 
Ratten in ihrem Wachstum weit hinter den Kontrolltieren zuriickblieben. 
Bei den zinkfrei ernahrten Tieren blieb der Zinkgehalt des ganzen Orga- 
nismus beinahe auf der normalen Héhe, nur die Lokalisation war ver- 
schoben, Knochen, Zaihne, Blut enthielten weniger Zink als die Organe; 
es scheint daher, daB der Organismus das Zink fiir die Zellen mobilisierte. 
Bei solehen Tieren verringerte sich auch die Aktivitat des proteolytischen 
Ferments und der Amylase des Pankreas; sie anderte sich jedoch auf Zu- 
gabe von Zink nicht. 

Unter krankhaften Zustainden treten ebenfalls Veranderungen im 
Zinkgehalt des Organismus bzw. der Organe auf. Diesbeziiglich enthalten 
die Mitteilungen von Scott und Fisher (25) wichtige Angaben; diese be- 
stimmten namlich den Zinkgehalt des Pankreas von an Diabetes mellitus 
ind anderen Krankheiten oder durch Selbstmord oder Unfall verstorbenen 
Menschen und gleichzeitig auch den Insulingehalt. Im Pankreas von 
Zuckerkranken fanden sie sowohl den Zink- wie auch den Insulingehalt 
wesentlich vermindert. 


Methodisches. 


Die Hypophysektomie fiihrten wir nach dem von Mosonyi (26) mit- 
geteilten Verfahren aus. Die einzelnen Hunde wurden nach verschiedenen 
Zeiten getétet. Die Tétung erfolgte nach 24stiindigem Hungern durch 
Injektion von konzentrierter Magnesiumsulfatlésung in das Herz und 
Ausbluten. Den Pankreas entnahmen wir unmittelbar nach dem Ein- 
tritt des Todes, schnitten ihn mit einer rostfreien Stahlschere in kleine 
Stiicke und trockneten diese in einer Porzellanschale im Wasserbade ; 
%0 konnten wir einen Gewichtsverlust von 70 bis 75°, erzielen, worauf 
wir die Stiicke in einem Achatmorser zerstampften und bis zur Gewichts- 
konstanz bei 110° weitertrockneten. Dann gaben wir die Masse in den 
Exsikkator iiber Calciumchlorid. Pankreas von kranken Hunden er- 
hielten wir aus der Prosektur der Tierarztlichen Hochschule (Prof. 
Jérmay). Im ganzen gelangten die Bauchspeicheldriisen von 9 nor- 
malen, 9 hypophysektomierten und 4 an Krankheiten eingegangenen 
Hunden zur Verarbeitung. 
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Zur Zinkbestimmung modifizierte ich die von Schwaibold und \\jr. 
arbeitern (27, 28, 29) mitgeteilte Methode. Dieses Verfahren ermég|icht 
den Nachweis einer ganz geringen Menge Zink in tierischen oder pflanz. 
lichen Stoffen, auch bei Gegenwart anderer Metalle. Das Wesen der 
Methode ist folgendes: 

Eine abgewogene Menge des zu untersuchenden Stoffes wird in einem 
Quarztiegel verbrannt. Die Verbrennungstemperatur soll = méglichst 
zwischen 400 —600° bleiben, weil sich bei gréBerer Hitze unlésliche Metall. 
silikate bilden. Nach Verbrennung iiber kleiner Flamme veraschen dic 
Verfasser den Stoff weiter durch Salpeterséure, veraschen nochmals, rauchen 
mit einigen Tropfen konzentrierter Salpetersiure ab, extrahieren die ge. 
bildete Asche mit 10 °%iger Salzsaure, schiitteln aus dem Extrakt das Zink 
mit in Tetrachlormethan geléstem Dithizon (Diphenylthiocarbazon) aus 
und bestimmen es im Pulfrichschen Photometer mit Hilfe einer vorhe1 
angefertigten empirischen Kurve. Das Dithizon bildet mit dem Zink einen 
Zinkdithizonatkomplex, in welchem 2 Molekiile Dithizon 1 Atom Zink 
binden, wobei sich die smaragdgriine Farbe des in Tetrachlormethan ge- 
lésten Dithizons in Lilarot verwandelt [H. Fischer (30)]. 


Bestimmungen. 

Von dem bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Pankreaspulver 
wog ich 0,2 bis 0,5 g zur Veraschung ab; in jedem Falle fiihrte ich 
arallelbestimmungen durch. Zuerst begann ich die Veraschung iiber 
kleiner Flamme, dann erhitzte ich unter tropfenweiser Zugabe von 3 
bis 6 Tropfen Salpetersaure (Acid. nitric. pro analys. Merck) auf grofer 
Flamme so lange, bis das Material vollkommen verascht war. Die 
Extraktion der Asche nahm ich in samtlichen Versuchen mit 3 ccm 
10% iger Salzsiure (Ac. hydrochl. fum. pro anal. Merck) vor. Den 
so gewonnenen Extrakt fiillte ich in einem 100 ccm fassenden MeBkol ben 
mit zweimal destilliertem Wasser auf 100 ccm auf. 

Natiirlich darf zur Bestimmung nur aus Jenaer Glas erzeugtes Material 
benutzt werden, um eine Verunreinigung mit Zink zu vermeiden, ebenso 
muB auch die zweimalige Destillation des Wassers in einem aus Jenaer 
Glas hergestellten Gerat ausgefiihrt werden. Ein solches destilliertes Wasse1 
lieferte das Laboratorium Spergely (Budapest). In diesem destillierten 
Wasser konnten auch nach wiederholtem Schiitteln mit Dithizon keine 
Spuren von Zink nachgewiesen werden. Im allgemeinen erfordern bei de: 
Arbeit der Arbeitstisch, der Verbrennungskamin (RuB, Eisengerate, Rost, 
Zinkfarben), eine sorgfaltige Beachtung wegen der ubiquitaéren Anwesenheit 
von Zink. 

Ich léste 12mg Dithizon (Dr. Th. Schuchardt, Chem. Fabrik. 
Gorlitz) in 100 cem Tetrachlorkohlenstoff (pro anal. Merck) auf, lies 
20 ccm des Aschenextraktes in einen Scheidetrichter flieBen und brachte 
den sauren Aschenextrakt mit Ammoniak auf einen Wert von ungefihr 
pu7. Nach H. Fischers (30) Untersuchungen namlich kann man das 
Zink aus sauren Lésungen nur mittels eines groBen Dithizoniiberschusses 
ausschiitteln und bei staérkerer Siurekonzentration ist das Zink aus der 
Lésung iiberhaupt nicht mehr extrahierbar. 
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Die Neutralisierung des zur Untersuchung gelangenden Extraktes 
fihrte ich mit einer Ammoniaklésung 1:4 (Ammonia p. liqu. pro 
anal, Merck) aus, von welcher nur wenige Tropfen nétig waren. Bei der 


raschen py-Bestimmung leistete das Mercksche Universal-Indikator- 
papier vorziigliche Dienste. Nach der Neutralisierung folgt die eigent- 
liche Ausschiittelung des Zinks aus der Lésung mit Hilfe des Dithizons. 
Dies geschieht nach und nach und man sammelt aus dem Scheide- 
trichter die ausgeschiittelten Portionen in einem 100 ccm fassenden, 
mit geschliffenem Glasstépsel versehenen MeSzylinder. Die Beendigung 
der Zinkextraktion tritt dann ein, wenn sich die griine Farbe des zu 
der im Scheidetrichter befindlichen Fliissigkeit hinzugegebenen Di- 
thizons auch nach wiederholtem Schiitteln nicht mehr andert. Der 
im MeBzylinder gesammelte Zinkextrakt muB nun im Scheidetrichter 
yon dem stérenden DithizoniiberschuB gereinigt werden. Hierzu 
empfehlen sowohl Fischer wie Schwaibold Alkalisulfid (Natriumsulfid 
proanal. Merck) in verdiinnter Lésung: von der 1 ° igen Natriumsulfid- 
Stammlésung gibt man 4 ccm auf 100 cem destilliertes Wasser. Diese 
verdiinnte Natriumsulfidlésung mu zu jeder Bestimmung frisch 
bereitet werden. Nach Fischer (30) spaltet das Natriumsulfid praktisch 
den Zinkkomplex nicht (ebenso wenig wie den des Nickels und des 
Kobalts), waihrend es die iibrigen Metalldithizonate spaltet, es macht 
also die Bestimmung von Zink auch bei Anwesenheit anderer Metalle 
(auBer Nickel und Kobalt) méglich. Sobald die Natriumsulfid-Wasch- 
fliissigkeit auch nach mehrmaligem Waschen farblos bleibt, kann das 
Auswaschen als beendigt angesehen werden. Nun fiillten wir die Lésung 
im MeBzylinder mit Tetrachlorkohlenstoff auf 30 ccm auf und fiihrten 
die Messung in einer !/, cm breiten Kiivette mit Filter 8 53 im Pulfrich- 
schen Photometer aus. Ich fand, da man mit der aufgefiillten Zink- 
dithizonatlésung ziemlich rasch arbeiten muB, da sie sich allmahlich 
entfarbt. 

Die Zinkauswertungskurve im Photometer bestimmte ich in 
folgender Weise: 

Die Lésung mit bekanntem Zinkgehalt stellte ich aus Zink. sulf. 
kryst. pro anal. Merck her. In 0,1°, metallisches Zink enthaltender 
Lésung befindet sich pro ccm 10 y metallisches Zink. Die Ausgangs- 
mengen dieser Zinklésung neutralisierte ich mit zwei Tropfen 2° iger 
NH,-Lésung, worauf ich mit Dithizon ausschiittelte, auf die ent- 
sprechende Menge auffiillte und im Photometer den Extinktions- 
koeffizienten bestimmte. Ich erhielt folgende Ergebnisse: 


In 0.5 cem 5 Zink; Extinktionskoeffizient: 0,133 


as’ « te os a 0,26 
‘ 

as] ae x gs Po 0,56 
é 

> 4 i ae a is 1,06 
‘ 
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L. Horvai: 


Meine Eichungskurve stimmt mit der von Schwaibold und \ 
arbeitern gefundenen Kurve tiberein. Die Berechnung erfolgt nach de 
nachstehenden Formel: K : K’ = y: y,. 


Bei den vorgenommenen Blindversuchen konnte ich eine Ver 


unreinigung von 1,4 y feststellen. Diese Menge zog ich bei den [e- 


rechnungen stets ab. 

I. Probebestimmung: Hierzu wurde Zinkprotamininsulin (Rich 
verwandt. Dieses Praiparat enthalt in 5ecem 0,002 g Protamin un 
0,001 g Zincum chloratum cryst. Es enthalt also 470 y Zink, in 1 com 
daher 94 y. Von diesem Praparat maf ich 1 cem in einen Quarztieve! 
ab und dampfte diese Menge im Wasserbade zur Trockne ein, dann 
veraschte ich sie nach dem vorgeschriebenen Verfahren, extrahiert: 
fillte auf 100 ccm auf und bestimmte in 20 cem den Zinkgehalt. De: 
errechnete Wert betragt 18,8 y; ich fand 19,1 y, nach Abzug des Blind- 
wertes (1,4 y) verbleibt somit 17,7 y. 

II. Probebestimmung: Von der Pankreas-Trockensubstanz des nor- 
malen Hundes Nr. 1 nahm ich 0,2 g, veraschte und bestimmte den Zink- 
gehalt. Hierauf gab ich 100 y Zink enthaltende Zinklésung in einen 
Quarztiegel, verdampfte und fiigte von Pankreas Nr. 1 ebenfalls 0.2 ¢ 
hinzu. Hierauf erfolgte die Veraschung. In 20 ccm des aus der Pankreas- 
trockensubstanz hergestellten Aschenauszuges finden sich 8,2 y Zink 
in dem aus Zinklésung -}+ Pankreassubstanz bereiteten in 20 cem 27 » 


Der errechnete Wert (28,2) weicht also von dem gefundenen nur um 
12y (4,6%) ab. 
Versuchsergebnisse. 


Tabelle I. Zinkgehalt des Pankreas normaler Hunde auf lg 
Trockensubstanz berechnet. 





= Gewicht Zinkgehalt-Mittelwert 
ms Korper- des frisehen inlg 
Tier gewicht Pankreas Pankreas-Trockensubstanz 

Nr. kg g 7 

i. = 6,7 18,5 187,1 

mn, 2 6 17 232,56 

lil, of 8 22,9 224,9 
IV, o 14,3 40,2 150 

¥, et 7,8 22 133,9 

5 & ORs 12,2 24,7 183,6 

VII, of 7 14 oak,t 
Vill, Q2 13,35 19 195 
ib 8,68 21 249 


Mittelwert: 195,3 


Wie aus den Werten der Tabelle I zu entnehmen ist, schwankt 
der normale Zinkgehalt der Pankreassubstanz zwischen 133,5 bis 249 
je g. Der Mittelwert betragt 195.3 y. Die entsprechenden Werte des 
Pankreas der hypophysektomierten Hunde bewegen sich zwischen 
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Tabelle Il. Zinkgehalt des Pankreas hypophysektomierter Hunde 


auf lg Trockensubstanz berechnet, der Lebensdauer nach der 


Operation gemaB gruppiert. 





Zinkgehalt- 


Tier KGrper- Datum der Postoperation. = ae Pcie al a Mitelwe rt - 
gewicht Operation Lebensdauer be Ider Pankreas - BY Resco ran 
Nr. kg 1940 Tage = g 
| 9 4. I 86 | 14,19 230 
10,6 io, I 91 11,2 279 193,7 
5 ae» 14,5 18. VII. 10] 21,12 23,4 166.5 
Bi4,. of 8,4 26. 3 111 9,6 12,22 181,2 
Cia: 9,85 5. VI 125 13,5 264 292,1 
D/6, Y 13,3 10. VI 126 19,32 17,75 356.3 
i Co 10,75 19. VI 132 14,52 18, 245,9 
ae 8,3 14. XII 154 11,5 16,4 201,7 
E/9, 12,38 | 24. V. 242 11,22 20,4 146,1 


Mittelwert: 233.7 


Tabelle II]. Zinkgehalt des Pankreas der an Krankheiten ein- 
gegangenen Hunde auf 1g Trockensubstanz berechnet. 





Zinkgehalt-Mittelwert 


KOrper- 
Tier sample Pathol.-anat. in lg 
gewicht Diagnose Pankreas-Trockensubstanz 
Nr. kg j 
A, of 7 Gastroenteritis 127 
b, oO 20 3 128 
C, ao 15 The 122 
D, .o 6 Staupe 122,5 


146,1 bis 356,3 y je g. Der Mittelwert (223,7 y) des Zinkgehalts bei 
hypophysektomierten Hunden zeigt also dem normalen Wert gegen- 
iiber eine Erhéhung von 12,7°,. Der Zinkgehalt des Pankreas, sowohl 
normaler, wie hypophysektomierter Hunde weist groBe Schwankungen 
auf und unter den hypophysektomierten Hunden gelang es mir blof 
in zwei Fallen, eine wesentliche Erhéhung nachzuweisen. Immerhin 
ist es eine auffallende Erscheinung, da sich bei kranken Hunden 
diese groBen Abweichungen nicht fanden: die Werte dieser Hunde 
sind verhaltnismaBig niedrig und liegen nahe beieinander. Es kann 
angenommen werden, daB sich in der Krankheit die Insulinproduktion 
vermindert, wahrend sie bei gesunden Tieren individuell verschieden 
sein kann. 

Auf die im vorstehenden aufgeworfene Frage, ob zwischen dem 
Zinkgehalt und der Insulinproduktion des Pankreas bzw. der Insulin- 
wirkung ein Zusammenhang nachweisbar sei, kann auf Grund dieser 
Versuche meines Erachtens noch keine endgiiltige Antwort gegeben 
werden, Diese Untersuchungen bieten jedoch fiir weitere Forschungen 
gewisse Anhaltspunkte. 
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Wenn wir die nach der Hypophysektomie verstrichene Zeit jy 
Betracht ziehen, kénnen wir beziiglich des Zinkgehalts des Pankreas 
feststellen, daB dessen Erhéhung nach Ablauf von ungefahr 4 Monaten 
eintritt. In einem Falle fand ich den Zinkgehalt 8 Monate nach det 
Hypophysektomie sehr niedrig. Diese Erscheinung will ich auch }e; 
meinen weiteren Untersuchungen mit Aufmerksamkeit  verfolyvey 

In vier Fallen wurde das Pankreas von hypophysektomiertey 
Hunden histologisch untersucht (L. v. Bakay jr.): es konnte eine Ver- 
mehrung der Langerhansschen Inseln festgestellt werden. 


Zusammenfassung. 


Es wurden vergleichende Untersuchungen tiber den Zinkgehalt 
des Pankreas von normalen, hypophysektomierten und an Krank. 
heiten eingegangenen Hunden ausgefiihrt. Der Mittelwert des Zink. 
gehalts hypophysektomierter Hunde zeigte gegeniiber dem des Pan 
kreas normaler Hunde eine Erhéhung von 12,7 °%. 

Bei den an Krankheiten eingegangenen Hunden konnte im Pankreas 
ein auffallend niedriger Zinkgehalt festgestellt werden. 
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(ber das Vorkommen von Cocarboxylase im Harn. 
Von 
H. Kraut, A. Weiseher und G. Stumpff. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund.) 


(Eingegangen am 15, Mai 1941.) 


Die zahlreichen Untersuchungen tiber die Ausscheidung des Aneurins 
im Harn haben trotz der noch heute bestehenden Mangel der analyti- 
schen Methoden einen gewissen Einblick in die Beziehungen von Aneurin- 
aufnahme und -ausscheidung gebracht. Man findet im 24-Stunden-Harn 
des normalen Menschen zwischen 100 und 400 y Aneurin, Es labt 
sich abschatzen, dafs bei dieser Ausscheidung der Vitamingehalt der 
Nahrung zwischen 1 und 2 mg liegen wird. Uber den taglichen Bedarf 
an Vitamin B, sind bisher noch keine gesicherten Kenntnisse vorhanden. 
Ofters wird angenommen, daf bei einer Ausscheidung von 100 y pro 
Tag ungefahr die Grenze zu einem hypovitaminotischen Zustand liege. 
Die Beobachtung, daB schon verhaltnismaBig geringfiigige Anderungen 
der Nahrung WeiBbrot und Kuchen an Stelle von Brot aus stark 
ausgemahlenem Korn, wenig Gemiise, wenig oder kein Schweinefleisch 
den Menschen in einen Zustand versetzen kénnen, in dem er eine Zulage 
von Traubenzucker nicht mehr zur Steigerung seiner kérperlichen 
Leistungsfahigkeit verwenden kann!, hat uns einen neuen funktionellen 
MaBstab fiir die Grenze einer ausreichenden Versorgung mit B, gegeben. 

Wir beabsichtigten daher, die B,-Ausscheidung oberhalb und unter- 
halb dieser Grenze festzustellen und haben mit der Sammlung von 
Material fiir diesen Zweck begonnen. Dabei fiel uns auf, daB bei der 
Ausfiihrung des Thiochromverfahrens eine wechselnde und oft nicht 
unerhebliche Fluoreszenz nach dem Ausschiitteln mit Isobutylalkohol 
in dem oxydierten Harn zuriickblieb, deren blauliche Farbe sich von 
der weiblichen Eigenfluoreszenz des nicht oxydierten Harns deutlich 
unterschied. Sie ist auf die Anwesenheit von Cocarboxylase zuriick- 
aufithren, denn bekanntlich ist das phosphorylierte Thiochrom nicht 
in Isobutanol léslich. 

Fiir die Bestimmung der Cocarboxylase im Blute hat K. Ritsert * 
eine Methode ausgearbeitet, bei der durch Phosphatase die Cocarb- 
oxylase in Aneurin und Phosphorsiure zerlegt und dann zusammer 
mit dem urspriinglichen, nicht phosphorylierten Aneurin durch Oxy- 
dation mit Ferricyankali und Ausschiitteln mit Isobutanol bestimmt 


1 W. Droese, Arbeitsphysiologie 11, 338, 1941. 2 Klin. Wochenschr, 
18, 1370, 1939. 
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wird. Als wir diese Methode auf den Harn anwendeten, fanden \); 
fast regelmaBig einen erheblichen Zuwachs an Aneurin gegeniiber (1 
ohne Phosphatase ausgefiihrten Bestimmung. Im Durchschnitt 

ungefahr 1/. des Aneurins als Cocarboxylase, 2/5 als freies Aneurin v0 

In der Literatur konnten wir iiber die Priifung auf Cocarboxylas: 
im menschlichen Harn nur zwei Angaben finden: 

R.S. Goodhart und H. M. Sinclair 1, die die Cocarboxylase im Blut 
durch die Kohlenséureentwicklung aus Brenztraubensaure in Gegenwart 
von Apocarboxylase bestimmen, geben an, daf$ im Harn keine (o. 
carboxylase erscheint. A. Ritsert2 berichtet, daB in den zwei von ihm 
untersuchten Fallen der Harn frei von Cocarboxylase war. Da auch bei 
unseren Bestimmungen einige Harne cocarboxylasefrei waren, stehen 
diese Befunde nicht notwendig im Widerspruch zu unseren Beob- 
achtungen. 

Der Harn von Ratten enthalt, wie L. Wildemann*® im Anschluf 
an unsere Versuche feststellte, ebenfalls Cocarboxylase. Von dem 
gesamten Aneurin waren 20 bis 50% phosphoryliert. 


Bestimmungsmethoden. 

Den Cocarboxylasegehalt des Harns bestimmen wir als Differenz 
zwischen dem Gehalt an freiem Aneurin und an dem gesamten Aneurin 
das nach Abspaltung der Phosphorsiure aus der Cocarboxylase gefunden 
wird. Wir bedienen uns dabei der Thiochrommethode von Jansen it 


der von K. Ritsert * ausgearbeiteten Form. Das Aneurin wird in alkali 
scher Lésung zu Thiochrom oxydiert, das mit Isobutanol ausgeschiitte|t 
wird. Das phosphorylierte Thiochrom geht nicht in Isobutanol iiber. Dic 
Fluoreszenz der Thiochromlésung beobachten wir mit bloBem Aug 
bei Beleuchtung mit einer Hanauer Analysenquarzlampe. Der Thio 
chromgehalt des Harns wird ermittelt, indem man zu einer gleich groben 
Isobutanolschicht so lange eine Standardthiochromlésung in [sobutano! 
zutropft, bis dieselbe Fluoreszenz wie in der zu bestimmenden Test 
lésung erreicht ist. 

Die groBe Schwierigkeit der B,-Bestimmung besteht darin, dai der 
Harn andere fluoreszierende Stoffe in wechselnden Mengen enthalt, die dic 
Erkennung der Thiochromfluoreszenz erschweren. K. Ritsert gibt zwei 
Methoden an, um diese Eigenfluoreszenz des Harns auszuschalten. Die erste 
Methode besteht darin, daB man aus einem alkalisch gemachten Harn vo! 
der Oxydation zu Thiochrom die fluoreszierenden Stoffe mit Isobutano! 
extrahiert und von diesem Extrakt dem zur Vergleichslésung dienenden 
Isobutanol soviel zufiigt, daB dieselbe weiBliche Fluoreszenz entsteht wie 


! Biochem. J. 33, 1099, 1939, und zwar 8S. 1107. — 2 Klin. Wochen- 
schr. 18, 1370, 1939. — * Diese Zeitschr. 308, 10, 1941. — 4 Deutsch. 
med. Wochenschr. 64, 481, 1938. 
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in dem Isobutanolextrakt des zu untersuchenden, schon oxydierten Harns. 
Beim zweiten Verfahren entfernt Ritsert aus einer zweiten Probe des zu 
untersuchenden Harns das Aneurin durch Adsorption an Fullererde (Fran- 
konit von den Pfirschinger Mineralwerken in Kitzingen am Main) und be- 
handelt dann diese B,-freie Lésung genau wie die zu untersuchende Harn- 
probe. Der thiochromfreie Isobutanolextrakt besitzt dieselbe weiBliche 
Fluoreszenz wie der Extrakt aus dem nicht mit Fullererde behandelten 


Harn. Er wird durch Zutropfen gemessener Mengen der Standardthiochrom- . 


lésung auf dieselbe blauliche Fluoreszenz gebracht, wie sie in der zu be- 
stimmenden Testlésung beobachtet wird. 

Eine Fehlerquelle dieses zweiten Verfahrens besteht bekanntlich! 
darin, daB die Behandlung mit Fullererde neben der (von uns 6fters kon- 
trollierten) vollstandigen Entfernung des Aneurins auch noch andere 
fluoreszierende Substanzen entfernen kann. Sie hat aber den Vorteil, daB 
sie bei einiger Ubung gut vergleichbare Lésungen liefert und wesentlich 
einfacher als die erste von Ritsert beschriebene Methode ist. Auch halten 
wir es fiir einen Nachteil der ersten Ritsertschen Methode, daB hierbei zur 
Herabsetzung der weiBlichen Fluoreszenz der zu untersuchende Harn bzw. 
die Thiochromlésung in Isobutanol sehr stark verdiinnt werden mu. Wir 
haben daher nach der zweiten Ritsertschen Methode (der sog. Methode des 
automatischen Ausgleichs der Eigenfluoreszenz) gearbeitet. 

Der Fehler der Wegadsorption von fluoreszierenden Stoffen durch die 
Fullererde wird wohl nur bei sehr kleinen B,-Gehalten des Harns, wie sie in 
unserer Untersuchung nicht vorkommen, erhebliche Betrage annehmen 
kénnen, z. B. bei der Ermittlung der unteren Grenzen der B,-Ausscheidung. 
Wir konnten ihn um so eher in Kauf nehmen, als es uns hauptsichlich auf 
den Nachweis der Cocarboxylase ankam, also auf die von diesem Fehler 
nicht beeinfluBte Differenz zwischen dem freien und dem gesamten Aneurin. 


1. Bestimmung des freien Aneurins. 


Wir sammeln den Harn von 24 Stunden in einem GefaiB, das 5 cem 
15% ige Salzsiure und etwas Toluol enthalt. Von dem gut durch- 
gemischten Harn wird eine Probe von 2,5cem zur Herstellung der 
Testlésung verwendet, 15 ccm zur Herstellung der Vergleichslésung. 

Die 2,5 ccm versetzt man in einem 50 ccm fassenden, mit Glasstopfen 
versehenen Standzylinder mit 10 ccm 15 %iger Natronlauge und 5 cem 
1° iger Ferricyankaliumlésung. Ist die gelbe Farbe nach 2 Minuten 
verschwunden, so gibt man weitere Mengen Kaliumferricyanidlésung 
dazu, bis die Farbung im verschlossenen Gefai 2 Minuten bestehen bleibt. 
Dann versetzt man mit 20 cem Isobutanol und schiittelt 2 Minuten 
kraftig durch. Nach der Trennung der Schichten entnimmt man mit 
der Pipette 10 ccm der Isobutanollésung. Zur Klirung versetzen wir 
sie nach dem Vorschlag von Wang und Harris mit 1 eem Athylalkohol. 
Zur Herstellung der Vergleichslésung werden die 15 ccm Harn mit 
starker Salzsiure auf py 3 gebracht und mit etwa 2g Fullererde 15 Mi- 
nuten geschiittelt. 2,5 ccm dieser aneurinfreien Lésung versetzt man 


1 Siehe z. B. Y. L. Wang u. L. J. Harris, Biochem. J. 38, 1356, 1939. 
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mit derselben Menge Natronlauge und Kaliumferricyanid wie die Test 
lésung und extrahiert entsprechend mit Isobutanol. Die erhalter 
mit Athylalkohol geklarte Lésung wird unter der Quarzlampe so lang 
tropfenweise mit gemessenen Mengen der Standardthiochromlésing 
versetzt, bis gleiche Fluoreszenz erreicht ist wie in der Testlésung 
Die Standardthiochromlésung stellt Ritsert her, indem er 10 mg 
kristallisiertes Aneurin in 500 cem Wasser auflést und davon 1 com 
mit 2cem 15°%iger Natronlauge und 0,1 cem 1° iger Kaliumferri. 
evanidlésung versetzt und nach 2 Minuten mit 20 ccm Isobutanol aus. 
schiittelt. 1 eem der Isobutanollésung entspricht also 1 y Aneurin. 


Tabelle IT. Bestimmung von reinem Aneurin nach Ritsert. 








wee glitlen % Fehler mE Pe Rae % Fehler 
0,20 0,18 10 1,4 1,4 0 
0,40 0,36 10 1,6 1,5 6 
0.60 0,48 20 2,4 pA 8 
1,0 1,2 20 4,0 Bee 7 
Ls 1,2 0 50,0 45.0 10 


Die kleinste in unseren Versuchen aufgetretene Aneurinkonzentration 
war 0,25 y in den angewandten 2,5 cem Harn, die gréBte 3y. Durch 
Versuche mit reinem B, tiberzeugten wir uns davon, daB diese Mengen 
mit einer fiir unsere Versuche geniigenden Sicherheit wiedergefunden 
werden. Bei Anwendung von 0,2 bis 50 y Aneurin im Versuchsansatz 
(s. Tabelle 1) betrugen die Fehler der Bestimmung meist + 10°). Nu 
bei den kleinsten Mengen traten gelegentlich Fehler bis zu 20°) aut 
Die Fehlerbreite wiederholter Bestimmungen in demselben Harn lag 
fast immer weit unter den von K. Ritsert angegebenen Grenzen von 

10°, (s. Tabelle IL). 


2. Bestimmung der Cocarboxylase als Differenz zwischen freiem und 


gesamtem Aneurin. 


Auch hierbei richteten wir uns nach einer Methode von K. Ritsc;t 
wie sie zur Bestimmung von Cocarboxylase in Blut und Geweben aus. 
gearbeitet wurde!. Zur Aufspaltung des Aneurinphosphorsaureesters 
verwendet Ritsert Diastase- Merck, die neben der Amylase und Proteas: 
gentigend Phosphatase enthalt und gegeniiber anderen Phosphatasen 
den Vorzug besitzt, frei von Cocarboxylase und Aneurin zu sein. 

Der erste Schritt zur Bestimmung im Blut, nimlich die Aus- 


fallung des Hamoglobins durch Methanol, kann beim Harn unter- 
bleiben. 


1 Klin. Wochenschr. 18, 1370, 1939. 
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5cem Harn verdiinnen wir mit Wasser auf 40 cem und stellen 
mit Hilfe von Lyphanpapier durch Zusatz von einigen Tropfen Salz- 
siure py 4.5 bis 5 ein. Hierzu geben wir 1 g Diastase- Merck und be- 
wahren den Ansatz 4 Stunden im Thermostaten bei 37° auf. Dann wird 
im Wasserbad 3 Minuten auf 96° erhitzt, wobei das gesamte Eiweib 
ausfallt. Der Zusatz von weiterer Saure und Natriumsulfat, der bei der 
Bestimmung von Cocarboxylase im Blute notwendig ist, fa!lt daher weg. 
Man filtriert durch ein glattes Filter, bringt das klare Filtrat mit Wasser 
auf 50 ccm und verwendet 10 cem (= 1 cem des urspriinglichen Harns) 
zur Herstellung der Testlésung. Dazu wird mit 10 cem 15° iger Natron- 
lauge und 3ccm 1° iger Ferricyankaliumlésung versetzt und wie bei 
der Bestimmung des freien Aneurins verfahren. Meist waren 3 ccm 
Ferricyankaliumlésung zur Oxydation des Aneurins ausreichend. Nur 
im Harn von Personen, die zusiatzlich gréBere Mengen von Aneurin 
erhalten hatten, war soviel Gesamt-B, vorhanden, dal} weiteres Ferri- 
evankalium, im Maximum 6 cem, erforderlich war. Die restlichen 
40 ccm des Filtrats bringt man mit Salzséure auf py 3 und befreit sie 
durch 15 Minuten langes Schiitteln mit 2g Frankonit vom Aneurin. 
Die Herstellung der Vergleichslésung aus 10 ccm des aneurinfreien 
Filtrats entspricht im tbrigen der beim freien Aneurin angewandten 


Tabelle If. Bestimmung von Aneurin und Cocarboxylase. 


(Doppelbestimmungen in normalem 24-Stunden-Harn.) 





Gebundenes B, 


Datum — oe Fehler — a Fehler | héchster niedrigster — Fehler 
. . Wert Wert 

1940 j } % y } % } } 1 y, 

Ww; EI. 39 39 0 325 308 + 5.5 286 251 269 | + 6,5 
39 29() 

27. IT.|| 169 | 165 {+ 3,5 335 | 363 | + 56,0 211 164 188 + 13,0 
171 370 

28. II. | 166 173 + 4,0 300 | 320 | + 6,0 174 120 147 + 18,5 
180 340 

29. II. 198 207 + 4,0 345 370, +70, 197 130 164 + 20,0 
215 395 

LIT. 142 166 +14,5* 445 470 +5,5 353 255 304. + 16,0 
190 195 

2.1II. || 159 | 159 0 265 265 0 106 106 106 G 
159 265 

§.1IT.| 186 141 + 3,5 220 | 228 | + 3,0 99 74 87 | + 14,0 
146 235 

6.11I.| 117 | 123 + 5,0 183 | 194 | +5,5 88 54 71 | + 24,0 
129 205 

7.111. 108 108 0 161 170 | + 6,5 53 71 62 + 14,5 
108 179 


* Wahrscheinlich Versuchsfehler. 
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Vorschrift. Aus der Differenz des freien und des gesamten Aneur)s 
erhalt man durch Multiplikation mit 1,42 die Cocarboxylase. Wen) 
man die Verteilung der Aneurinausscheidung auf Cocarboxylase wh 
freies Aneurin betrachten will, ist es zweckmaBiger, nicht auf Cocar)h. 
oxylase umzurechnen, sondern freies und in der Form des Esters vor. 
liegendes (gebundenes) Aneurin zu vergleichen. 

Die Fehlerbreite bei der Bestimmung des gesamten Aneurins jst 
kaum gréBer als bei der des freien. Daraus geht hervor, daB die Zerlegung 
selbst keine wesentliche Fehlerquelle mit sich bringt. Da aber die 
Cocarboxylase aus der Differenz der beiden Bestimmungen errechnet 
wird, kénnen sich natiirlich die Fehler sowohl vermindern wie addieren 
Der Fehler der Cocarboxylasebestimmung betrigt daher bis zu +- 20 ' 
Die Tabelle II gibt einen Uberblick iiber die Schwankungsbreite der 
Bestimmungen. 

Ergebnisse. 


1. Die Tabelle III enthalt unsere Bestimmungen von Aneurin 
und Cocarboxylase im 24-Stunden-Harn von gesunden und normal 
ernahrten Personen. . 

Die Grenzen der taglichen Aneurinausscheidung sind in unseren 
Versuchen 10 und 210 y, die der Cocarboxylaseausscheidung 0 und 180 y. 
Wie bei der Aneurinausscheidung wesentlich héhere Betrage aus anderen 
Bestimmungen bekannt sind, ist auch bei der Cocarboxylase anzunehmen, 
dafs noch héhere Betrige unter normalen Bedingungen vorkommen. 
Mannliche Versuchspersonen scheiden der gréS8eren Nahrungsaufnahme 
entsprechend im allgemeinen mehr Aneurin und Cocarboxylase aus 
als weibliche. Es ist bekannt, daB die Ausscheidung des Aneurins von 
Tag zu Tag sehr starken Schwankungen unterliegt. Die Tabelle IL] 
lehrt, daB auch die Ausscheidung der Cocarboxylase von Tag zu Tag 
schwankt, und es ist bemerkenswert, daB diese Schwankungen weder 
von Mensch zu Mensch, noch bei derselben Versuchsperson an_ver- 
schiedenen Tagen mit der Ausscheidung des freien Aneurins paralle! 
gehen. Daher schwankt das Verhaltnis von freiem und gebundenem 
Aneurin in sehr weiten Grenzen, in unseren Versuchen zwischen 9: | 
und 1:9. Im Durchschnitt von 38 Bestimmungen finden wir 100 
freies Aneurin und 40 y gebundenes Aneurin im 24-Stunden-Harn, 
also ein Verhaltnis von 7: 3. 

2. Nachdem festgestellt war, da8 im Harn normalerweise Co- 
arboxylase ausgeschieden wird, war es von Wichtigkeit, zu untersuchen., 


wie sich die Ausscheidung bei vermehrter Aufnahme von Vitamin B, 
verhalt. Steigt dadurch nur der Gehalt des Harns an freiem B, oder 
auch der an Cocarboxylase ?- Die Versuche wurden in zwei Serien durch- 
gefiihrt. In der ersten Serie wurde nur einmalig eine Vitamin B,-Menge 
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Tabelle II]. Aneurin und Cocarboxylase im normalen 
24-Stunden- Harn. 
Ver- Gesamt- Freies Gebundenes Cocarboxy- : at 
rh Babe a Datum By By B, lase ; Verhiiltnis 
erson z 3 freies B,; : gebund. B, 
Or. 
We.,2 || 19. XII. 1939 100 10 90 120 1:9 
is 30. XIT. 1939 140 70 70 100 5:5 
* 3. IT. 1940 210 120 40 130 G:4 
8 4. I. 1940 60 50 10 15 8:2 
Ne Bio,Q 17% «11940 110 50 60 85 35 
‘ Sch.,9 + I. 1940 70 50 20 30 7:3 
- 5. T1940 50 40 10 15 8:2 
, 6. I. 1940 85 70 “15 20 8:2 
ler F Be, Q@ 23. I. 1940) 210 80) 130 180 1:6 
24... - I. 1940 140 50 90 130 4:6 
Sh, 1} 32. I. 1941 180 150 30 15 8:2 
23. I. 1941 120 120 10 15 9:1 
in 29. 5, 1941 140 130 10 15 g:] 
al Ce. 24 32 I. 1940 80 40 40 5) 5:5 
13 [. 1940 60 40 20 0 7:3 
Al., 9... Be TOGO 250 210 10 55 8:2 
en 10. X. 1940 120 100 20 30 8:2 
y 11. X. 1940 150 120 30 45 8:2 
pn 12. X. 1940 220 130 90 130 6:4 
18. X. 1940 100 90 10 15 9:1 
a, 19. X.1940 160 160 0 0 
n. 22. &. 1940 270 150 120 170 6:4 
= 24. X. 1940 95 95 0 0 
26. X. 1940 100 90 10 15 9:1 
Us 20. X. 1940 140 95 45 65 (oe 
n 31. X.1940 130 100 30 15 8:2 
1] 2. XI. 1940 140 80 60 85 6:4 
5. XI. 1940 110 80 30 45 7:8 
‘© Bko,o | 9. X.1940/ 120 | 110 10 15 9:1 
er 10. X. 1940 180 130 50 70 7:3 
r- 12. X. 1940 170 130 40 a5) 8:2 
el 15. X. 1940 190 150 40 5D 8:2 
16. X. 1940 100 100 0 0 
Mm 24. X. 1940 100 70 30 15 q: 
| 30. XX. 1940 180 160 20 30 9:1 
y Va., o” 4. XI. 1940 180 140 10 »D S32 
n, Ku.,o" | 27. XI. 1940 130 100 30 45 8:2 
11. XII. 1940 110 110 0 0 . 
per oS eingenommen, in der zweiten Serie dagegen die Zufuhr tuber 
7 1 bis 4 Wochen fortgesetzt. 
rT Das allgemeine Ergebnis ist, daB bei vermehrter Zufuhr von 





\- Vitamin B, auch der Cocarboxylasegehalt des Harns ansteigt, und zwar 
e bleibt ungefahr dasselbe Verhaltnis wie bei normaler Zufuhr erhalten, 
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Wir verfolgten nach der einmaligen Zufuhr von 2 bis 5me B 
2 bis 4 Tage lang die Ausscheidung (s. Tabelle IV). Soweit die gro{\e) 
Schwankungen der normalen Ausscheidung ein Urteil erlauben. jst 
schon am 2. Tage nach der Einnahme die Mehrausscheidung {asi 
voriiber. Doch findet man noch am 3. und 4. Tage tiberdurchschnittlichy 
Ausscheidungen des gebundenen Aneurins. Die Ausscheidung de 


Cocarboxylase scheint also etwas langsamer zur Norm zuriickzukehrey 


als die des Aneurins, (Als normale Ausscheidung wurde stets der Durch 
schnitt von mehreren Tagen verwendet, und dieser Durchschnittswert 


von der Ausscheidung in den Tagen nach der Vitamin B,-Einnahme 


abgezogen, um die Mehrausscheidung zu berechnen.) 


Tabelle IV. Vitamin B,-Ausscheidung nach einmaliger Zufuli 





Ver- B,- Gesamt- Freies Geb. Cocarb rorhiltnis Meh; 
sache- Datum Zutuhe By By B, | oxylase ona ,  ausschei- 
person , ; , , , fr. B, : geb. By dung * 
St., Q VorderZufuhr 40 35 5 5 9:1 
16. I. 1940. 2000 320 | 230 90 130 33 
Bs [. 1940 160 90 70 100 6:4 
18. I. 1940 160 | 110 50 70 eh ees. 
19. I. 1940 180 80 =100 140 4:6 29 © 
Cr., 2 VorderZufuhr 90 5040 55 6:4 
16. I. 1940 | 2000 | 300 | 250 50 70 8:2 
rd. I. 1940 160 100 60 85 6:4 
18. I. 1940 240 | 100 | 140; 200 4:6 14° 
We., 2 VorderZufuhr 120 60. 60 85 5:5 
20. XIT. 1939 | 4000 | 290 | 230 60 85 S22 
21. XII. 1939 210 100 110 160 5:5 6 
St., Q VorderZufuhr 40 35 5 5 9: 7 
19. XII. 1939 || 4000 | 260 | 230 30 45 Q: 1 
20. XII. 1939 150 80) 70 106 6:5 § 0 
We., 9 VorderZufuhr 120 60 60 85 5:56 
‘ 5. JI. 1940 5000 | 250 §9 280 0 0 
6. I. 1940 110 100 10 15 9:1 20 
Sch., 2) VorderZufuhr 85 70 15 20) 822 
8. I. 1940 | 5000 | 380 | 280 | 100 140 7123 
9, I. 1940 110 70 40 5D 6:4 a % 


* In % der aufgenommenen B,-Menge in den 2 ersten Tagen nach der Zufubr. 
1 


In allen Fallen wurde nur ein geringer Teil des zusatzlich aufgenon 
menen Vitamin B, als Aneurin und Cocarboxylase wieder ausgeschieden 
nimlich zwischen 2 und 20°, in den zwei ersten Tagen nach der Aut 
nahme. Der Anteil war um so kleincr, je gréBer die einmalige B,-Gal» 
gewesen war}, 


1 K. Ritsert, Deutsch. med. Wochenschr. 64, 481, 1938. 
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Ein etwas anderes Bild ergibt sich bei fortgesetzter Zufuhr von 
Vitamin B, (s. Tabelle V). Das Verhaltnis von Aneurin : Cocarboxylase 
im Harn unterscheidet sich nicht erkennbar von dem normalen. aber 
die gesamte ausgeschiedene Menge steigt in den meisten Fallen allmahlich 
in. Die Mehrausscheidung gegeniiber der Vorpericde betragt in den 
ersten 3 Tagen 5 bis 17°, und erreicht nach 3 bis 4 Wochen 16 bis 
25°. der taglich auBerhalb der Nahrung zugefiihrten Vitamin B,-Menge, 


und zwar unabhangig davon, ob die Zulage 1 oder 5 mg Aneurin 
tiglich betrug. 

Die Zunahme der Aneurinausscheidung bei langer dauernder 
Zufuhr von Vitamin B, ist vor kurzem von S. de Yong! beschrieben 
worden. Er gab zu einer Nahrung mit annahernd gleichmaBigem 
B,-Gehalt (ungefahr 1500 y pro Tag) zehnmal taglich eine Zulage von 
30 bzw. 500 y innerhalb von 4 Wochen. Die Mehrausscheidung von 
freiem Aneurin stieg von 15 auf 45°, also wesentlich héher als in 
unseren Versuchen. Vielleicht ist dies auf die haufigere und iiber den 
vanzen Tag verteilte Zufuhr zuriickzufiihren. 

Nach der langeren Zufuhr von gréBeren Aneurinmengen (von 
3 und 56mg taglich wahrend 4 Wochen) verfolgten wir auch das Ab- 
klingen der Mehrausscheidung. Es dauerte ungefaihr 14 Tage, bis die 
Norm erreicht war (s. Nr.5 und 7 der Tabelle V). Auch in dieser 
Zeit war das Verhaltnis von freiem und gebundenem Aneurin nicht 
wesentlich veraindert, doch kehrte auch hier die Cocarboxylase etwas 
langsamer zur Norm zuriick als das freie Aneurin. 


3. SchlieBlich priiften wir noch die Frage, ob durch die Erfassung 
der Cocarboxylase im Harn eine gréBere RegelmaBigkeit in der gesamten 
Aneurinausscheidung erkennbar wird. Von S. de Yong ! ist festgestellt 
worden, da selbst bei gleichmaBigem Aneuringehalt der Nahrung die 
Tagesausscheidungen von freiem Aneurin stark schwanken, wahrend 
die Mittelwerte aus 4- bis 7tagigen Perioden ziemlich konstant sind. 
Unsere bisherigen Beobachtungen lassen schon erkennen, dai hierin 
durch die Bestimmung des gesamten Aneurins keine wesentliche 
Anderung eintritt (s. die Tabellen III bis V). Die taglichen Schwan- 
kungen in der Ausscheidung des freien und des gebundenen Aneurins 
vehen weder parallel, noch stehen sie in einem erkennbaren Gegensatz, 
der auf eine Erginzung zu einer gleichmaBbigeren Gesamtausscheidung 
schlieBen lieBe. Auch wir erkennen erst bei der Zusammenfassung 
von 3 bis 6 Tagen mit geniigender Regelmabigkeit die Verhaltnisse der 
Ausscheidung von Aneurin und Cocarboxylase. 


95. 57 


1 Arch. néerl. Physiol. Homme Animaux 26, 5 
Chem. Centralbl. 1941, I, 1690. 
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Tabelle V. Vitamin B,-Ausscheidung beifortgesetzter Zuf\ 
= Mehra 
a Pai scheidung % 
S65 34° jesamt- Freies zeb. Cocarb- =. '¢ der z 
z & Datum Gatti : 3, B, 3 nan 2 * oe é Z § 
; & a) 
1 Vor der Zufubr 120 CO 60 85 5:5 5 
We. || 15. I. 1940 | 1000 | 250 180 70 100 7:3 St. 
1b. I. 1940 LO00 280 LE0 120 170 6:4 
17. IT. 1940) 1000 2CO 100 160 220 4:6 
18. I. 1940 1000 250 180) 70 100 733 
19. I. 1940 1000 200 CO 140 200 5 eae | 
20 I. 1940 L000 250 140 110 160 6:4 14 11 
2 Vor der Zufuhr 110 40 70 100 4:6 
Ho.;| 18. I. 1940 | 1000 | 220 90 130 180.\ 4.26 
| 19. I. 1940 1000) 210 120 80 110 6:4 
20. I. 1940 1000 200 140 60 85 | 7:3 
22. I. 1940 | 1000 | 200 190 110 160 6:4 
23. I. 1940 1000 260 170 90 130 (ee: 
24. JI. 1940 || 1000 270 120 150 210 4:6 
25 I. 1940 1000 310 170 140 200 5:5 
i °6. I. 1940 1000 200 120 80 110 6:4 
27. I. 1940 | 1000 170 170 0 0 
30. I. 1940. 1000 220 90 130 180 4:6 10 9 
3 Vorder Zufuhr 140 130 10 1b | 9:1 
1 St. 5. IL. 1941 1000 2290 180 40 55 | 8:2 
6. II. 1941 1000 300 2R() 20 30 9: ] 
7. II. 1941 | 1000 | 410 260 150 210 6:4 6 
11. HL. 1941 1000 490 po _ Be 
12. II. 1941 | 1000 | 370 280 90 130 | 8:2 : 
13. II. 1941 | 1000 | 290 270 20 30 9:1 
20. II; 1941 | 1000 | 240 330 10 15 - 
| 21. IT. 1941 || 1000 | 310 270 40 55 9:1 
26. IT. 1941 1000 400 3909) 10 15) — 
27. If. 1941 1000 320 an iat os 
28. II. 1941 1000 440 400 40 55 | 9:1 17 25 
‘ 4 | VorderZufuhr 80 70 10 16 | 9:1 Ro 
Sch. 15. I. 1940 | 2000 | 360 320 | 40 55 | 9:1 
16. I. 1940 || 2000 | 320 180 140 200 | 6:4 
17. I. 1940 | 2000 290 110 180 260 4:6 
18. I. 1940 | 2000 | 450 240 210 300 5:5 
19. I. 1940 | 2000 | 410 100 310 440 2:8 12 15 
5 | Vor der Zufuhr 140 120 10 0) 9:] 
Bet St. 23. I. 1940 3000) 400 190 | 210 300 5:5 
24, JI. 1940 || 3000 330 240 90 130 228 
27. _I. 1940 || 3000 | 390 340 50 90 -|.9% 1 
30. ° 1. 1940 | 3000 600 340 | 260 «370 6:4 
31: I. 1940 | 3000 | 350 850 0 0 — 
1. II. 1940 || 38000 | 560 620 0 0 _ 
2, II. 1940 | 3000 | 790 580 210 300 7:3 
3. II. 1940 | 3000 670 530 140 200 8:2 
6. II. 1940 | 3000 520 330 190 270 6:4 
7. IT. 1940 | 3000 | 490 260 | 230 330 | 5:5 
8. II. 1940 | 3000 | 790 440 350 500 | 6:4 


* a) In den drei ersten Versuchstagen, b) in den drei letzten Versuchstagen. 
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Tabelle V (Fortsetzung). 
é my Mehraus- 
: 4 gi scheidung in °, 
e¢ 3,- TES! - Freies re Joearb- = e der aut- 
BE am guthnr , 3 B, oC poe ea r E es oy | 
4 7 & a) b) 
5 9, II. 1940 , 3000 = 730 460 270 380 6:4 
St. 10. IL. 1940 3000 480 800 120 170 7:3 
13. IL. 1940 3000 500 410 Gi) 130 8:2 
15. ID. 1940 3000 900 410 490 700 5:5 
16. IL. 1940 3000 710 450 260 370 6:4 8 19 
20. IL. 1940 490 340 150 2°10 71:3 
21. II. 1940 5HEO 110 450 640 2:8 
93. II. 1940 260 220 40 55 8:2 
24, IT. 1940 480 280) 200 280) 6:4 
26. IL. 1940 480 140 340 480 8: 7 
27. II. 1940 400 220 180 260 6:4 i 
28, IL. 1940 240 200 140 200 6:4 
29. IL. 1940 440 200 | 240 340 | 5:5 
1. IIL. 1940 480 150 | 330 | 470 | 3:7 | 
2. TIL. 1940 190 | 150 10 55 | 8:2 
5. ILI. 1940 220 180 40 5D 8:2 
6. IIL. 1940 170 110 60 8D 6:4 | 
: 7. IL. 1940 140 | 110 | 30 | 45 | 8:2 
; 8. III. 1940 160 80 80 110 | 5:6 
13. III. 1940 150 ; 
14. III. 1940 130 90 40 55 | 7:3 
15. IlI. 1940 130 110 20 30 8:2 
6 | Vorder Zufuhr 180 70 110 160 4:6 
Be. 9%. I. 1940 4000 400 320 80 110 8:2 
26. I. 1940 | 4000 430 370 60 85 9:1] 
27. I. 1940 | 4000 | 360 370 0 0) ne 
31. I. 1940 | 4000 | 800 660 140 200 8:2 
1. II. 1940 4000 560 630 0 0 5 
2, II. 1940 | 4000 620 450 170 240 7:3 
“ 3. IL. 1940 | 4000 690 570 120 170 8:2 5 11 
7 Vorder Zufuhr 140 110 £0 45 8:2 
Ro. || 23. I. 1940 || 5000 | 620 330 290) 410 6:5 
24. 1.1940 5000 610 490 120 170 | 8:2 
25. I. 1940 5000 610 450 160 220 7:3 
26. I. 1930 ) 5000 700 630 70 100 9:1 
27. I. 1940 |) 5000 510 270 240 340 5:5 
31. 1. 1940 5000 800 790 10 15 
1. II. 1940 | 5000 1200 1250 0 0 
29, IL. 1940 | 5000 730 = 1670 60 85 9:1 
3. IL. 1940 | 5000 780 760 20 30 
6. II. 1949 5000 1080 720 360 510 7:8 
7. If. 1940 | 5000 = 980 770 210 800 | 8:2 
8. If. 1940 | 5000 1470 930 540 770 |=«©=6:4 
9, II. 1940 5000 830 610 220 310 (ze; 
10. If. 1940 5000 670 650 20 30 
15. II. 1940 | 5000 1240 650 590 840 
16. IL. 1940 || 5000 «960 | 770) «190 270 9 16 


21. II. 1940 || 540 120 420 600 
22. II. 1940 | 460 250 210 800 


corno O Or 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





— 





os Mehrau 

£ ee eer yr 

34° 1eSé -, Freies Geb. ‘ocarb- t Cer al 

Datum guthne 3 as 3, amen a oe 

Me 

7 Y 7 7 7 a) 
7 23. II. 1940 330 | 240 90 130 7:38 
Ro. || 24. II. 1940 420 430 0 0 = 
26. IIL. 1940 310 | 40 270 380 1:9 
27. II. 1940 350 160 | 190 270 5:6 
28. II. 1940 320 | 170 150 210 | 6:6 
29. II. 1940 370 210 160 230 6:4 
1. III. 1940 570 150 420 600 | 337 
2. III. 1940 270 | 160 110 160 6:4 
5. IIL. 1940 230 | 140 90 130 6:4 
6. IIT. 1940 190 | 120 70 100 6:4 
7. III. 1940 170 | 110 | 60 85 | 6:4 
13. III. 1940 es i 2 : 
4. IIT. 1940 130 | 130 0 0 

15. III. 1940 80 | 65 25 Bo | 028 


Zusammenfassung. 


1. Neben freiem Aneurin wird im Harn regelmaBig auch (o- 
carboxylase ausgeschieden. Der Betrag der Ausscheidung schwankt 
in weiten Grenzen. Durchschnittlich entfallt etwa 1/, des gesamten 
ausgeschiedenen Aneurins auf die Cocarboxylase. 

2. Bei Zulage von Vitamin B, steigt nicht nur die Ausscheiduny 
des freien Vitamins im Harn, sondern auch die der Cocarboxylave 
wobei sich das Verhaltnis der beiden nicht wesentlich verandert. Bei 
einmaliger Zufuhr von 2 bis 5 mg per os betragt die Mehrausscheiduny 
nur wenige Prozente der Zulage, bei regelmaBig wiederholter Gal» 
von | bis 5 mg steigt sie bis auf 25%. 

3. Die tagliche Ausscheidung des gesamten Aneurins bietet kei! 
gleichmaBigeres Bild als die des freien Aneurins. Erst bei der Zusammen 
fassung von 3 bis 6 Tagen la8t sich eine Regel in der Ausscheidung vor 


Aneurin und Cocarboxylase erkennen. 











(Au 


chle 
viel 
facl 
Met 
gut 


get 


abh 
phe 
Met 
Je 

d.h 
20 

1 bi 
kan 
met 
ents 
Far 








cE ll 


en 


VO! 





(ber die photometrische Bestimmung des Vitamins C 
mittels 2, 6-Dichlorphenolindophenol. 
Von 
Akiji Fujita und Isamu Numata. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes in Tokio.) 
(Eingegangen am 24, Marz 1941.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die titrimetrische Bestimmung von Vitamin C mittels 2,6-Di- 
chlorphenolindophenol, die zuerst von Tillmans! eingefiihrt und von 
vielen Autoren modifiziert und verbessert wurde2, ist wegen der Ein- 
fachheit und relativen Zuverlassigkeit heute als die gebrauchlichste 
Methode zu bezeichnen. Aber selbst bei der von uns verbesserten, sehr 
gut bewahrten Anordnung sind doch noch folgende Nachteile auf- 
getreten. 

1. Die gefundenen Werte sind von der Titrationsgeschwindigkeit 
abhangig. Z.B.: 5,0 ccm etwa 2mg°iger 2, 6-Dichlorphenolindo- 
phenollésung werden mit 1,0 mg®,iger Ascorbinsaéurelésung in 2°, iger 
Metaphosphorsaure titriert. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle I. 
Je schneller man titriert, desto mehr Vitaminlésung ist dazu nétig, 
d.h. die gefundenen Vitaminwerte werden desto kleiner. Innerhalb 
20 Sekunden nimmt die Titrationsmenge noch weiter zu, zwischen 
1 bis 2 Minuten sind die Werte beinahe konstant. Die Ubereinstimmung 
kann aber nicht so vollkommen sein wie bei Acidimetrie oder Jodo- 
metrie. Wenn man zu der Farbstofflésung die dem Titrationswert 
entsprechende Menge Vitaminlésung auf einmal zusetzt, so wird der 
Farbstoff noch nicht entfarbt. 


Tabelle L. 





Titrations- Titrations- Titrations- Titrations- Titrations- Titrations- 

dauer menge dauer menge dauer mepnge 
4 Min. 53 Sek. 1,550cem]1 Min. 40 Sek. | 1,610 cem 33 Sek. 1,645 cem 
oa ae 1,555 ,, 58... 1,601 ,, a 1,655 ,, 
Be re EO gp. PEO ys 56. 11620... ye 1,690 ,, 
FS DS 3,’ | 588°, OF | RO se 


2. Wenn die Vitaminkonzentration sehr klein wird’, so wird der 
Titrationsendpunkt sehr unscharf und die Titrationsmenge ist der 


1 Tillmans, Hirsch u. Reinshagen, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 56, 


272, 1928. — ? Vgl. Gstirner, Chemisch-physikalische Vitamin-Bestimmungs- 
methoden 1940. — * Fujita u. Iwatake, diese Zeitschr. 277, 293, 1935; 
Fujita u. Ebihara, ebenda 290, 172, 1937. — 4 Kleiner als etwa 0,4 mg°>. 
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Konzentration nicht mehr streng umgekehrt proportional. Z. B.: 5,0 com 
etwa 2mg°iger Indophenollésung wurden mit Ascorbinsaurelésung ver. 
schiedener Konzentration in 2° iger Metaphosphorsaure titriert. Die 


Ergebnisse sind in Tabelle II angefiihrt. 


Tabelle II. 





Konzentration(A) Titrationsmenge Mittelwert (B) | 


o A-B 
mg ecm ecm 
1 1,605— 1,520 1,563 1,563 
0,5 3,080— 3,030 3,055 1,530 
0,25 5,940— 5,720 5,830 1,460 
0,125 10,85 — 10,35 * 10,60 1,325 


* Zur Titration wurden 2ccm Indophenollésung verwendet und auf 5,0cem umgerechnet. 


3. Auch Saurelésung ohne Ascorbinséure bringt allmahlich die 
Farbstofflésung: zur Entfarbung, wenn auch Metaphosphorsaure bei 
weitem langsamer wirkt als Trichloressigsiure (vgl. Fujita und Iwatake'). 

4. Bei gefarbten und getriibten Extrakten ist die Titration sehr 
schwer und bei anthocyanhaltigen Pflanzenobjekten oft sogar unmdéglich. 

5. Bei konzentrierten Organextrakten bleibt das Reduktions- 
vermoégen der Ascorbinsaure gegeniiber Indophenolfarbstoff nicht immer 
ganz dasselbe wie bei reiner Ascorbinsdéurelésung, was aber gewohnlich 
bei der praktischen Bestimmung nicht beriicksichtigt wird. 

Alle diese Ubelstinde kénnen mit der Titrationsmethode schwer 
behoben werden. Wir haben deshalb versucht, den Indophenolfarbstoff 
mit einem organischen Lésungsmittel zu extrahieren und haben ge- 
funden, daB man dadurch die genannten Nachteile praktisch voll- 
kommen beseitigen kann. Der erste Versuch dieser Art wurde von 
Siebert? ausgefiihrt, und zwar mit Nitrobenzol. Die erste photometrische 
Bestimmung des extrahierten Farbstoffs wurde von Bukatsch® nach 
Hxtraktion mittels Nitrobenzol bzw. Xylol versucht. Wir haben ver- 
schiedene organische Lésungsmittel ausprobiert und haben gefunden, 
daB Amylacetat wegen der Farblosigkeit und geringen Fliichtigkeit, 
wegen der starken und bestindigen Farbe des extrahierten Farbstoffs 
und wegen fehlender Extrahierbarkeit der meisten pflanzlichen und 
tierischen Farbstoffe andere Lésungsmittel bedeutend iibertrifft. Bei 
Verwendung dieses Lésungsmittels ist die Gegenwart der meisten 
tierischen und pflanzlichen Farbsteffe und eine Triibung der Extrakte 
fiir die Bestimmung ganz belanglos. Die Extraktion des Indopheno! 


! Diese Zeitschr. 277, 293, 1935. Nebenbei sei hier erwahnt, da{ de: 
Titrationswert der reinen Ascorbinséure von py 1,6 bis 5,0 derselbe bleibt 
— * Siebert, Dissertation Frankfurt a. M., 1931. — * Zeitschr. f. physiol 
Chem. 262, 20, 1939. 
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farbstoffs aus der Saurelésung findet sehr schnell, leicht und_ voll- 
standig statt. Die Bestimmung der Ascorbinsaure mittels 2, 6-Dichlor- 
phenolindophenol wird dadurch fast ebenso genau und gut reproduzierbar 
wie die bewahrte kolorimetrische Bestimmung nach Fujita und Ebihara!. 
Dadurch kann auch eine so geringe Menge Ascorbinsdure, wie sie im 
Harn vorkommt, genau bestimmt werden, was mit der Titrationsmethode 
nicht sicher genug der Fall ist. Die alte und neue Bestimmungsmethode 
des angeblichen wahren Vitamins C im Harn von Nagayama, Tomot und 
Sagara? sollen mit dieser Methodik in einer besonderen Arbeit? nach- 
gepriift werden. 

Methodik. 

Reagentien. 

1. Indolphenollésung: Etwa 5 mg 2, 6-Dichlorphenolindophenol werden 
in 100 cem Wasser gelést. Man bereitet die Lésung am besten einmal! 
taglich frisch 4. 

2. Metaphosphorsiéurelésung: 4g Metaphosphorsiure (pro analysi) 
werden in Wasser gelést und auf 100 ccm aufgefiillt. Im Eisschrank auf- 
bewahrt, bleibt die Lésung lange haltbar. 

3. Ascorbinsaurelésung in 2 °oiger Metaphosphorsiure: 2- bis 5 mg °oige 
Ascorbinséurelésung in 2 %iger Metaphosphorsiaure wird hergestellt und die 
genaue Konzentration jodometrisch bestimmt. 





4. Amylacetat. Man kann gleicherweise n- oder Isoamylacetat ver- 


wenden. | 
Ausfiihrung. 

Die EnteiweiBung mittels Metaphosphorsaure wird genau so aus- 
gefiihrt wie bei der kolorimetrischen Bestimmung ®. Man nimmt vier 


bzw. drei Reagensgliser mit Glasstopfen oder Scheide- Q 
trichter (Abb. 1), bringt die folgenden Lésungen ein und { 
mischt. 


Zu je 5,0 cem Lésung in jedem GefaB fiigt man 10 ccm 
Indophenollésung zu und_ schiittelt 15 Sekunden, darauf 
extrahiert man den Farbstoff mit 4,0 eem Amylacetat 
5 Sekunden kraftig. Dann wird zentrifugiert, die obere 
Schicht in Kiivetten (5mm) gebracht und die Extinktion 


im Pulfrich-Photometer (Filter 8 53) bestimmt. NL 
Die gefundenen Extinktionen seien £,, Eo, FE, und Ep, \ ) 


je nach dem GefaBe 1, 2, 3 und 4. Der Verdiinnungsgrad 








Abb. 1. 


1 Diese Zeitschr. 290, 182, 1937 (Achtung! Druckfehlerberichtigung : 
ebenda 291, 433, 1937). Die Indophenolmethode ist aber fiir Vitamin C 
etwas weniger spezifisch. — * Ebenda 3038, 354, 1940; 807, 107, 1941; 
Tokyo-Izisinsi $140, 1, 1939; 3185, 1, 1940. — * Numata, Nippon-Igaku 
. _K. H. 3226, 8, 194%. — 4 Von etwa vorhandenem Unléslichen wird ab- 
filtriert. — ° Fujita u. Ebthara, diese Zeitschr. 290, 182, 1937. 
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Gefi8nummer 1 2 3° 4 
PR EE Oe ie titing Rona ee cor 0 com m ecm neem n+m com 
a mg% Ascorbinsaure in 2 °,iger 
Ee sees th wh Wenlcaes anes We 5, Oi a 0 
Der zu untersuchende Extrakt 
in. 2 WigersHPO, .s....0ct%s Ws ee 0 0 


* Zur Bestimmung der Ascorbinséure allein kann dies wegfallen. 


des Extrakts sei v. Dann kann man daraus den Ascorbinsauregehatt 
im Gewebe, x mg°,, folgendermaBen berechnen. 


m , , 
a (Ey : E>) v 


n amv E,— Es, 


(Ey — Ey) — (Eq — £3) » gay: 


Ve rsuchshe spre le s 


1. Versuch mit Kohl. ’ 





GeféSnummer 1 2 3 4 


Extrakt (1:20) in 2%iger HPO, 3,0 cem 3,0 cem 0 ecem 0 cem 











CUM MOO. 558 5556s Bierg 3,0 , 3,0 ., 6,0 
1,08 mg% Vitamin C in 2 %iger 
| GRR SAAT org a 3,0 4, Oia 3,0 ,, 0 ,, 
We cewaxeiic sd Seba toeeckseek 0,025 0,215 0,310 0,500 (E,) 
Le a, a 0,475 0,285 0,190 0 
ee ER Pa RO ne 0,190 0,190 
: 0,190 — 0,19 
Hemmung der Reduktion: —. 100 = 0%. 
0,190 
eee , . 0,285 
Ascorbinsauregehalt im Kohl: 1,08 - 0.190 20 = 32,4mg %. 


2. Versuch mit Menschenharn. 














GefaiSnummer 1 2 3 4 
Be G0. keak ee dt ee eee 4,0 com 4,0 ccm 0 cem 0 ecem 
NE Sai o53. Sd anid Renias 0 ms 0 9 4,0 ,, 40. 5, 
20 Me EE Oe ss i iw ieee tise a i 0 " 1,0 
2,5mg% Vitamin C in 10 %iger 

Pte Oe: ss sinxtmaensuerees iO 3, Es rep LO As v4, 

hae st eel: Maen Pen mennnEe URE aM eens ras 0,025 0,145 0,330 0.460 (E, 
Driborene wa Tg. vic cic eids Seis 0,435 0,315 0,130 0 
ROE ws ioe eps hs aw o cae 0,120 0,130 

Hemmung der Reduktion: ie 10Q = 7,7 %. 


25 0,315 
4 0,120 


Ascorbinsauregehalt im Harn: = 1,64 mg%. 





bin 


dad 
ma 
mit 
(vg 


erli 


mu 
mit 


Hal 
Wa 
20 < 
9,0 

) 


10 


Dif 
Dif 


mu 
ZWi 











Bestimmung des Vitamins C mittels 2, 6-Dichlorphenolindophenol. 325 


Bemerkungen. 


1. Durch die obige Berechnung wird eine etwa vorhandene Reduk- 
tionshemmung, wie sie in konzentriertem Harnextrakt (1 : 2) manchmal 
beobachtet wurde (namlich 2,—E, < Ey—F;'), gleichzeitig korrigiert. 

2. Da die Reduktion des Indophenols durch Schiitteln mit Amy]- 
acetat beliebig schnell unterbrochen werden kann, ist der EinfluB der 
Reduktion durch andere schwacher reduzierende Substanzen als Ascor- 
binsaure vermeidbar. 


3. In Fallen, wo der Einflu8 anderer reduzierender Substanzen 
dadurch nicht ganz vermieden werden kann, wie z. B. beim Harn, muB 
man zur Bestimmung der wahren Ascorbinsdéurewerte die Bestimmung 
mit einer Oxydation durch gereinigte Ascorbinsiureoxydase kombinieren 
(vgl. Fujita und Numata?), wie im folgenden durch ein Versuchsbeispiel 
erlautert wird. 

Versuchsbeispiel. Priifung der verbesserten Methode zur Bestim- 
mung des Vitamins C im Harn nach Nagayama, Tomoi und Sagara 
mittels Ascorbinséureoxydase. 





Mit Oxydase Obne Oxydase Kontrolle 
GefaBnummer uaasaecemne : oa | SERRE Geena | RRR 
1 2 3 4 5 6 
MR ns ico eae w ene ba 10,.0cem 10,0cem 10,0 cem10,0cem 0 cem 0 cem 
OO ae eee aes io ae o Site. < ger. Pee. 
20 %ige HPO, ..... ean Ve oe oe ot | ee, lS Sire, 


9,06mg% VitaminCin 1,0 ,, 0 ,, MO OR i PE 1 Ow 
20 %iger HPO, ... 
0 ae 2 re re | te xs Fee eee eee ee 
Zentrifugieren > 5ccm Lésung + 1,0 cem 50 %iges 
Na-Acetat + 1,0cem 20%ige HPO, — Mischen 
> 5,0cem Lésung, die folgendermaBen behandelt wird. 


2n NaOH ......... 0,8eccem 0,8 cem — — — _ 
ORVGRES. 2... ceca 04 ., | 04 ,, — a oe 


3 Minuten O, 


aaa ay 0,8ecm 0,8 ccm _ _ 
Se ree — 2,0cem 2,.0cem 2,0cem 2,0 cem 


5,0 cem der Lésung werden mit Indophenollésung 
behandelt und vorschriftsmaBig photometriert. 





SR 0,525 0,525 | 0,405 | 0,490 0,470 0,595 (E,) 
Differenz zu Hy .... 0,070 0,070 0,190 0,105 0,125 0 
Peterens .........5; 0 0,085 0,125 


* 10g Phosphowolframsiure und 21,2ccm 4n H,SO, mit Wasser auf 100ccm aufgefiillt. 


1 Bei Harnextrakt von einer Verdiinnung mehr als 4 war solche Hem- 
mung niemals zu beobachten. — # Diese Zeitschr. 299, 249, 1938, und 
zwar 8, 251. — * Tokyo-Izisinsi 3185, 1, 1940; diese Zeitschr. 807, 107, 1941. 
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Versuchsbeispiel mit Kohl. 











130 


0,140 (Vo) 


0 


6,0 


0,150 > 0,140 > 


0,055 


3,0 


3, 
0,090 > 0,085 > 0,080 
0,085 
0,055 


= 31,4 mg%. 


- 20 


nN 


3; 
3,0 
> 0,060 ~ 0,055 
0,06 
0,080 
1,08 
0,055 


18) 


0,0€ 
0,080 


0,055 


Db > 0 


. 


3,0 


Je 5,0 ccm + 10 cem 5 mg% Indophenollésung. 


3,0 


c 





0,01 > 0,00 


Ascorbinsauregehalt 


5 


oiger HP Og... 


9 %iger H PO, oa ee ee 
| oO 





0) in 
Vo 


3 


1,08 mg% Vitamin C in 


«9 
sige HPO. 


Titrationsmenge, cem 
i ren a ae ei Cer tiers 


Mittel 
Differenz zu 


Extrakt (1 


90 
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Hemmung der Reduktion: 
0,125 — 0,085 
0,125 
Ascorbinsaure in Harn: 
9,06 1 
0,085 10 
Gesamtreduktion: 
0,105 SRE = 1,12 mg%. 
Ascorbinsaure/Gesamtreduktion 
0,37 


= 749° 100 = 33%. 


100 = 32%. 


(0,105 — 0,070) - 0,37 mg®,. 


Aus der Gleichheit von ]. und 
2. ist ersichtlich, daB die zugesetzte 
Oxydase stark genug war, um die 
vorhandene Ascorbinsaéure unter 
den genannten Bedingungen voll- 
kommen zu oxydieren. Durch 
Vergleich von 2. mit 4. erkennt 
man, da der Wert nach Naga- 
yama u.a, noch nicht den wahren 
Ascorbinsaurewert darstellt!. Zur 
Bestimmung des wahren Ascorbin- 
saurewertes mu man ebenfalls 
mit der Oxydasemethode kom- 
binieren. Es erscheint jedoch ein- 
facher und bequemer, die Oxydase 
direkt auf den Extrakt in 2°, iger 
Metaphosphorsaure einwirken zu 
lassen, solange man mit dem fri 
schen Harn arbeitet. 

4. Dieses Prinzip kann auch 
gleicherweise auf die Bestimmung 
der Gesamtascorbinséure ange 
wandt werden. 

1 Nach unseren Untersuchungen 
an Menschenharn in 20 Fallen macht 


der Gehalt an wahren Vitamin C im 
Harn etwa 30 bis 40°, der na 


Nagayama gemessenen  Ascor)hi 
saurewerte aus. Im Gegensatz 7 


seiner Angabe ist die kolorimetriscli 


Bestimmung nach Fujitaund Ebiharc 


exakter und besser reproduzier! « 








Be 


hier 
man 
ext® 
Ext 
fern 
Auf 
acet 
teil 
weis 
vers 
und 
abg 
fast 
stim 
met 


Vor 
den 


pu- 
dar, 


l6su 
von 
Mic 


sofe 


hal 


Pu 
fort 


hat 


Ver 


En 
ver 











Bestimmung des Vitamins C mittels 2, 6-Dichlorphenolindophenol. 327 


5. Statt mit dem Pulfrich-Photometer kann man auch die extra- 
hierte Farbstoffmenge einfach titrimetrisch bestimmen. Dazu verfahrt 
man etwa folgendermaBen: Man stellt vorschriftsmaBig den Farbstoff.- 
extrakt A, Bund C her, entsprechend £,, £, und Ey. Je 5,0 cem dieser 
Extrakte werden in Reagensgliser von gleichem Durchmesser gebracht, 
ferner werden drei Reagensglaschen mit je 5ecm Amylacetat beschickt. 
AuBerdem bereitet man etwa 300 mg®,ige Indophenollésung in Amyl- 
acetat (D) und fiillt damit eine MikromeBpipette oder -biirette (ein Skalen- 
teil = 0,005 oder 0,01 ccm). Nunmehr werden 5ccm Amylacetat tropfen- 
weise mit der Indophenollésung D bis zur Farbgleichheit ! mit Extrakt A 
versetzt und die titrierte Menge abgelesen. Ebenso verfaihrt man bei B 
und C. Wenn der Endpunkt unscharf ist?, so werden beide Grenzen 
abgelesen und daraus der Mittelwert bestimmt. Die Berechnung erfolgt 
fast ebenso wie bei der Photometrie. Auf diese Weise festgestellte Werte 
stimmten innerhalb der Fehlergrenze der Messung mit den photo- 
metrisch bestimmten gut iiberein. 


Experimentelles. 
1. Abhdngigkeit der Farbe der wiéisserigen 2, 6-Dichlorphenolindophenol- 
lésung vom pu. 
Die Farbe der Indophenollésung ist je nach dem pa verschieden. 
Von px | bis 5 ist die Lésung rot, von py 6,0 aufwarts blau. Die mit 
dem Pulfrich-Photometer gemessene 





ARP bith G30 
pa-Extinktionskurve ist in Abb. 2 | | 
dargestellt. iy 278 Se eR 
Zu etwa 2 mg®,iger Indophenol- G20} / | | 

| 


lésung werden gleiche Puffermengen 
von verschiedenem py (nach Sérensen, 
Michaelis bzw. Ringer) zugesetzt und 
sofort gemessen. 


£/867, 9.0] 
xs) 


SS 
8s 





Bei py | wird die Lésung inner- 005} 
a . . }  emaaass iit 
halb einiger Minuten farblos. Bei ra 
pu 0 verschwindet die Farbe so- fa iF Ae ie 0 2 SR 
fort. 
Abb. 2. 


2. Extrahierbarkeit des Indophenols durch organische Lésungsmittel. 


Von den zahlreichen organischen Lésungsmitteln, die wir gepriift 
hahen, konnte durch die in Tabelle II] angefiihrten der Indophenol- 


’ Wenn die zugetropfte Menge mehr als 0,2 cem wird, so setzt man der 
Vergleichslésung A, B bzw. C eine entsprechende Menge Amylacetat zu. 


— ® Je konzentrierter die Farbstoffl6sung ist, desto unschirfer wird der 


Endpunkt. Gegebenenfalls ist es besser, den Extrakt mit Amylacetat zu 
verdiinnen. 
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farbstoff leicht extrahiert werden. Aus einigen Lésungsmitteln ist cer 
Farbstoff mittels alkalischer Pufferlésung (py 10) gut extrahierbar. 
da jedoch die Extinktion des blauen wasserigen Extrakts viel héher als 
die im organischen Lésungsmittel war, haben wir mit Ascorbinsiure. 
lésung nachgepriift und die wasserige Extraktion als praktisch nicht 
anwendbar gefunden. Die durch Ascorbinsdéure reduzierte farblose 
Indophenollésung wird namlich mitextrahiert und diese ist in so alkali. 
schem py- Bereich sehr autoxydabel, was durch Zusatz von Schwermetiaill- 
komplexbildnern nicht gehemmt werden kann. 


Tabelle III. 








Art des Lage zur Farbe des Maximale -—_ Extrahierbarkeit 
Lécungemittels Wasser- extrahierten Absorption r mit N H3-Puffer 
schicht Farbstoffes Filter 5mm von Py 10 
y neers | oben rotviolett 8 53 0,180 sehr gut 
Benzol ....... 3 | a, $50 | 0,053 an 
ci ae 2 dasselbe S 50 0,085 vod gage 
Acetophenon.. | unten  schwach rot 8 53 0,180 etwas extrahierbar 
Chloroform ... = schwach orange S 45 0,042 sehr gut 
Kohlenstoff- | | Ib S50 1.065 
tetrachlorid || ” ta tat 0,099 mens ee 
Brombenzol... - orangerot S$ 50 0,080 oa 
MPMOR AS FSS a | oben orangegelb $50 | 0,092 “eee 
Nitrobenzol ... | unten braun $53 | 0,120 ay ee 
Tetralin ...... | oben ziegelrot $53 | 0,100 ziemlich gut 
Dekalin ...... a ca rotviolett $53 | 0,145 sehr gut 
Cyclohexanol . 7 S 53—655 | 0,175 nicht extrahierbar 
Isobutylalkohol ‘ a $53 | 0,175 oo = 
Isoamylalkohol . ” S58 | 0,180! ,, ” 
n-Amylalkohol || ,, * $53 | 0,180 e us 
Benzylalkoho] . | unten ‘6 853 | 0,180 en “ 
Athylacetat ... * hellrot S853 | 0,185 ziemlich gut 
n-Amylacetat . +5 99 $63 | 0,180 etwas extrahierbar 
Isoamylacetat . 5 m $53 | 0,180 be - 
Propylacetat . . . rotviolett $53 0,187 nicht extrahierbar 
Isobutylformiat %9 ” S 53 0,187 | etwas extrahierbar 








* Mit Blindversuch korrigiert. 


3. Extrahierbarkeit der pflanzlichen und tierischen Farbstoffe durch 
organische Lésungsmittel. 


Mit einigen nichtfliichtigen organischen Lésungsmitteln, die den 
Indophenolfarbstoff gut aufnehmen, haben wir die Extrahierbarkeit 
der pflanzlichen und tierischen Farbstoffe gepriift und, wie aus Tabelle IV 
hervorgeht, erwies sich Amylacetat am zweckmaBigsten, so daB wir 
in den folgenden Versuchen ausschlieBlich Amylacetat verwendet 
haben. Die Extinktionskurve des Indophenolfarbstoffes in Amylacetat 
wird in Abb. 3 gezeigt. 
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Tabelle IV. 

A. Extrakt (1: 20) aus rotvioletten Blattern von ,,Siso‘* (Perilla frutescens 
var. crispa). 

B: Extrakt (1:40) aus goldgelben Blumenblattern von ,,Manzyugiku‘‘ 
(Tagetes erecta, L.). 

C: Extrakt (1: 20) aus rotorangen Blumenblattern von ,,T6syébu“ (Gladi- 
olus gandavensis, Houtt.). 

D: Brauner Extrakt (1:40) aus Kaffee. 

E: Griinbrauner Extrakt (1:40) aus griinem Tee. 

F: Brauner Menschenharn (9: 10). 

Griinfluoreszierender Extrakt (1:5) aus Rinderleber. 


DQ 


Zu 4,0 cem jedes Extraktes (in 2°%iger Metaphosphorséiure) wurden 
4,0 cem Wasser und 5,0 cem Lésungsmittel zugesetzt und 5 Sekunden ge- 
schiittelt. Nach dem Zentrifugieren wurde der Extrakt photometriert. 





E (8 53, 5mm) bei 
Lésungsmittel wesiiemtiummnii 





4 B Cc D E F G 
Athylacetat eal se 0,005 * 0 ** (0) ** 0,005 ** 0 *** 0 
Amylacetat ... (0 ** 0* (0) ** () ** 0,015 *** 0 0 
Isobutylalkohol 0,210 ** | 0* 0,020 ** | 0,005 * 0,080 ** 0,020 *** 0 
Isoamylalkohol 0,100 ***) 0 * 0,005 ** | 0 ** 0,050 ** 0 *** 0 
Cyclohexanol .  0,700* 0* 0,070 ** | 0,025 *| 0,110 ** 0,025* | 0 

* Ein groBer Teil des Farbstoffes geht in das Lésungsmittel iiber. — ** Ein Teil des 

Farbstoffes geht in das Lésungsmittel iber. — *** Der Farbstoff geht spurenweise iiber. 


4. KinfluB der Ascorbinsdure- 














° 320, 
konzentration. . 
; 7 
10 cem etwa 5mg%iger Indo- . | \; 
phenollésung und 5,0 cem amg, iger E an \ 
Ascorbinsadurelésung in 2 %iger Meta- es es ta \ 
“i x a KG | 
phosphorséure wurden 15 Sekunden 005 
geschiittelt und mit 5,0 eem Amyl- 
acetat 5 Sekunden extrahiert. Nach 


Q ee 
‘ 3 i 4 W00 450 500 550 600 650 700 7 
dem Zentrifugieren wurde die obere 


Ree : Wellenlange mt 
Schicht photometriert. 
y . Abb. 3. 

Aus den Ergebnissen von Ta- Pen rp 3 gia pee 
belle V ersieht man, daB die redu- etwa 5 mg®/,ige Indophenollésung 
: 7 . —> 40 Sek. Schiitteln — 5 ccm 
zierte Farbstoffmenge der Ascorbin- Mubtinllt + 6 tak: + Deb 
siurekonzentration genau propor- fugieren —> Photometrieren. 


tional ist. 
Tabelle V. 





a (ecm) E,—E | ied 
1,0 0,280 3,57 
0,5 0,140 3,57 
0,25 0,070 3,67 


*f = a(Ey— EB). 
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5. EinfluB der Amylacetatmenge. 
10 com etwa 4 mg%iger Indophenollésung wurden mit 5,0 ccm 
0,6 mg iger Ascorbinsaurelésung in 2 %iger Metaphosphorsaure geschiit tel 
und mit bcem Amylacetat extrahiert. Weiter wie 1. 
Die Ergebnisse von Tabelle VI zeigen, daB die gefundene Extinkt ion 
der zugesetzten Amylacetatmenge umgekehrt proportional und dai} die 
Extraktion des Farbstoffs praktisch vollstandig ist. 





Tabelle VI. 


b (ecm) E,—E b-(Ey— EB) 
10 0,080 0,80 
5 0,160 0,80 
3 0,275 0,82 


6. EinfluB des Wasserzusatzes. 
Einem Gemisch von 10 cem 4mg°iger Indophenollésung und 5 ccm 
0,6 mg%iger Ascorbinséiure in 2°%iger Metaphosphorséure wurde ¢ ccm 
Wasser zugesetzt, 30 Sekunden geschiittelt und 5 Sekunden mit 5,0 ccm 
Amylacetat extrahiert. 


Aus Tabelle VII geht hervor, daB ein Zusatz bis zu 10 cem Wasser 
keinen Einflu8 auf die Extinktion ausiibt. 


Tabelle VII. 











End- | 
e (ecm) konzentration Eo | E,y—E 
der HPO, (%) | 
0 0,67 0,405 0,120 
2,5 0,57 0,405 0,120 
5,0 0,50 0,405 0,125 
7,5 0,445 0,405 0,120 
10,0 0,40 0,405 0,120 


7. EinfluB der Metaphosphorsduremenge. 


Ausfiihrung wie bei 6., nur statt ¢ecem Wasser d ccm 


phosphorsiure. 


Man sieht aus Tabelle VIII, daB der Farbstoff mit Zunahme der 
Saurekonzentration verhaltnismaBig schneller verblaBt. Die zugesetzte 


Sauremenge mu daher konstant gehalten werden. 


Tabelle VIII. 








End- 
d (ccm) konzentration Eo Ey—E 
der HP O3 (%) 

0 0.67 0,405 0,120 
2,5 0,86 0,390 0,110 
5,0 1,00 0,380 0,110 
7,5 1,11 0,370 0,100 
10,0 1,20 0,360 0,100 
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8. EinfluB der Schiitteldauer. 


a 10 ccm etwa 4 mg iger Indophenollésung und 5,0 cem 0,6 mg °Siger 
Ascorbinséurel6ésung in 2° 











te} oiger Metaphosphorsiure wurden ¢ Sekunden 
4 geschiittelt und mit 5,0 cem Amylacetat extrahiert. 
-_ ® - P 7 - P 
i Wie man aus Tabelle IX sehen kann, nehmen die /-Werte mit der 
die | Schiitteldauer allmahlich ab. Da sich diese Abnahme bei y—E ebenso 
verhalt wie bei Zo, riihrt sie nicht von der Oxydation der Ascorbinsaure, 
sondern von dem Zerfall des Farbstoffs durch die Saure her. Ascorbin- 
siure ist ja in 2° iger Metaphosphorsaure selbst nach Schiitteln be- 
stindig. Die Schiitteldauer muB also konstant gehalten werden. Wir 
schiitteln im folgenden immer 15 Sekunden. 
Tabelle IX. 
t (Sek.) Eo E,—E t (Sek.) Eo E,—E 
om etwa 0,5 0,420 0,155 30 0,410 | 0,150 
ae 10 0,415 0,150 40 0,410 0,140 
20 0,415 0,150 60 0,380 0,125 
“cm 
9. Bestindigkeit des extrahierten Farbstoffs. 
ser 
Der einmal extrahierte Farbstoff ist sehr bestandig. Selbst nach 
18 Stunden bei Zimmertemperatur konnte ich keine Anderung fest- 
stellen}. 
10. Einflup der Farbstoffkonzentration. 
10cem m mg °oiger Indophenollésung und 5,0 ccm 2 °,iger Metaphosphor- 
sdurel6sung wurden 15 Sekunden geschiittelt und weiter wie oben be- 
handelt. 
Wie aus Tabelle X ersichtlich, ist der extrahierte Farbstoff der 
zugesetzten Menge innerhalb der Fehlergrenze der Messung proportional. 
Die Extraktion ist also vollstandig. 
Tabelle X. 
ta 
m Eo Eim m Eo Eoim 
der 10 1,060 0,106 2.5 0,260 0,104 
ate 5 0,525 0,105 1,26 0,130 0,104 


11. Verwendung von Sulfosalicylsdure statt Metaphosphorsdaure. 


Da 2° ige Metaphosphorsaure acidimetrisch etwa 2.23 °%/iger 

ome Oo 
Sulfosalicylséure entspricht, wurde 0,9 mg° ige Ascorbinsaéurelésung in 
2° iger Metaphosphorsiure mit einer 2.23° igen Sulfosalicylsiure ver- 
glichen. 


! Der bei 20° extrahierte Farbstoff zeigt bei 15 bis 25° dieselben #-Werte. 
Bei 10° wird die Fliissigkeit triibe. 


Bei 30° wurden 98,4 °, 
93,2°) gefunden. 


, und bei 40° 
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Wie aus Tabelle XI hervorgeht, verhalten sich die beiden Lésunyey 
sehr ahnlich, man kann also ebensogut Sulfosalicylsiure verwenden 


Tabelle XI. 
. - - e . 
10 ccm etwa 5 mg%iger Indophenollésung + 5,0 cem 0,9 mg °iger Ascorbin. 
sdurelésung in Saure- 10 Sekunden Schiitteln + 5,0cem Amylacetat 





Siurelésung Eo E,—E 


be ty! eee pre 0,490 0,230 
2,23 %ige Sulfosalicylsiure* . ... 0,470 0,210 


* Die Trennung der beiden Phasen ist etwas langsamer. 


12. Einflugp der Temperatur. 

Wenn man die Versuchslisungen vorher bei verschiedenen Tem. 
peraturen zwischen 0 bis 30° halt und auch bei der betreffenden Tem. 
peratur behandelt, so sind die gemessenen L-Werte ganz gleich. Bei 40! 
war der Wert etwa 2,2° kleiner. 


13. Einflugp von Glutathion und Cystein. 

Als bei biologischen Objekten haufig vorkommende reduzierende 
Substanzen auBer Ascorbinsdéure sind an erster Stelle Glutathion und 
Cystein zu nennen, deren Einflu8 wir auch bei unserer Methodik gepriift 
haben. Wie aus den Ergebnissen von Tabelle XII hervorgeht, ist das 
Reduktionsvermégen des Glutathions bei unserer Anordnung etwa 
100mal so klein wie das der Ascorbinséure, das des Cysteins rund 9 mal 
so klein. Bei Gegenwart von 0,57 mg°Ziger Ascorbinsaure ist das gleich- 
zeitige Vorliegen von 10 mg®,igem Glutathion ganz belanglos. Da in 
frischen Geweben gewohnlich sehr wenig Cystein zu finden ist!, kommt 
dessen EinfluB bei der Bestimmung der frischen Gewebe kaum in 
Betracht. 
' Tabelle XII. 

5,0 cem Glutathion bzw. Cystein in 2 %iger HPO, + 10 cem etwa 5 mg, iger 
Indophenoellésung — 15 Sekunden Schiitteln + 5,0cem Amylacetat. 
GSH = Glutathion. A = Ascorbinséure. CySH = Cystein. 





Reduzierende Kon- p's F Reduzierende Kon- , es , 
Substanz zentration fig ; : Substanz zentration ~ 7 
1 | 20,3 0,060 338 { 0,57 0,175 3,26 
mount | ae. ee we ahaa 1) 114 | 0,345 | 3,30 
GSH ... 10,15) 10 0,355 28,2 
rai 0,57 || %17 | — loygn .. | B 0,180 | 27,8 
OF 97 
GSH ... MO Nigwe | | eee | Eee 
ivcarcees 0,57 ; 





' Fujita u. Numata, diese Zeitschr. 300, 264, 1939. 
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14. Einflug von Thiosulfat. 


Da Thicsulfat bekanntlich! manchmal im Harn vorkommen und 
den Indophenolfarbstoff reduzieren kann, haben wir den EinfluB dieser 
Substanz gepriift. Wie aus Tabelle XIII hervorgeht, ist er etwa ebenso 
groB wie derjenige der Ascorbinsaure. 


Tabelle XIII. 





50 cem Na-Thiosulfat in 2° iger HPO, + 10 cem etwa 5 mg®,iger Indo- 
phenollésung > 15 Sekunden Schiitteln + 5,0 com Amylacetat. 
Konzentration * Konzentration * 
Eo E f E,—E f 
10-6 Mol) Liter mg> 10-6 Mol) Liter mgz°o 
125 3,1 0,480 6,46 ** 31,25 0,775 | 0,220 3,52 
62,5 155 0,390 3,98**| 15,625 0,388 0,110 3,52 
* Jodometrisch bestimmt. — ** Ein Teil des Farbstoffes bleibt in der Wasserphase. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde eine einfache und exakte photometrische Bestimmungs- 
methode der Ascorbinséure mittels 2,6-Dichlorphenolindophenol und 
der Einflu8 verschiedener Bedingungen darauf beschrieben. Durch 
diese Arbeitsweise werden die Nachteile der Indophenoltitration gr6Bten- 
teils beseitigt und die Reproduzierbarkeit und Exaktheit erhdht. 

2. Statt durch Photometrie mit dem Pulfrich-Photometer kann 
man auch einfach ohne jede optischen Instrumente den Wert mittels 
einer Vergleichslésung titrimetrisch bestimmen, was an einem Versuchs- 
beispiel erlautert wurde. 


1 Kekelen, Nature 135, 37, 1935. 




















Uber die Bestimmung des Vitamins A’. 
I. Mitteilung: 
Uber die kolorimetrische Bestimmung nach Carr und Price. 
Von 
Akiji Fujita und Toshimasa Sakamoto. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes in Tokio 
(Eingegangen am 2. April 1941.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die kolorimetrische Bestimmung von Vitamin A nach Carr und 
Price? ist schon von vielen Autoren eingehend untersucht und _ ver- 
bessert worden, so z.B. von Ritsert3, Notevarp4, Norris5, Smith®, 
Eekelen”, Bleyer8, Dann® usw. (Vgl. auch 2. Internationale Konferenz 
zur Vitaminstandardisierung in London 19341°.) Alle diese Autoren 
haben Vitamin A im Vergleich mit der bestimmten Standardlésung 
oder mit dem Lovibond-Tintometer in Blauwert oder in CLO-Einheiten 
bestimmt. Da aber die Chemie des Vitamins A durch Untersuchungen 
von Karrer sehr weitgehend fortgeschritten und Holmes" die Rein- 
darstellung des kristallisierten Vitamins, Hamano!2 und Mead}3 die 
des Vitaminesters gelungen ist und manche physikalische Konstanten 
bekanntgeworden sind, ist es zweckmaBiger, den Vitamingehalt ge- 
wichtsmaBig auszudriicken. Andererseits ist es uns gelungen, die 
Extinktionskoeffizienten von 200 bis 700 my. photoelektrisch genau zu 
bestimmen (7'omita'4, Fujita und Sakamoto). Wir haben deshalb 
einerseits die Bedingungen der kolorimetrischen Bestimmung mit dem 
Pulfrich-Photometer eingehend gepriift, andererseits den Extinktions- 
koeffizienten im Ultravioletten bestimmt und aus der daraus berechneten 
Vitamin A-Konzentration den Faktor festgestellt, mit Hilfe dessen 
man den Vitamin A-Gehalt durch Multiplikation der im Pulfrich-Photo- 


' Der Gesellschaft ,,.Nippon Gakuzyutu-Sinkékai* danken wir ver- 


bindlichst fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 2 Biochem. J. 20, 497, 


1926. — * Mercks Jahresber, 1935, 8.19. — 4 Notevarp u. Weedon, Biochem 
J. 30, 1705, 1936. — ® Norris u. Church, J. Biol. Chem. 85, 477, 1930; 87, 
139, 1930; 89, 421, 1930. — ® Smith u. Hazley, Biochem. J. 24, 1942, 1930. 

* », Eekelen, Emmerie, Julius u. Wolff, Proc. Akad. Wetensch. Amsterdam 
35, 1347, 1932. — § Bleyer, Schlemmer u. Miiller-Porchem, Arch. Pharmaz. 
1931, S. 566. — ®° Dann u. Evelyn, Biochem. J. 32, 1008, 1938. — !8 Fettchem 


Umschau 11, 226, 1934. — ™" Holmes u. Corbet, J. Amer. Chem. Soc. 5%, 
2042, 1937. — !2 Riken-Th6 14, 1098, 1935; 16, 295, 1937. 13 Biochem. J. 
23, 589, 1939. — | Keié-Igaku 15, 891, 1935. — 1 J. Biochem. 25, 193, 


1937 
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meter gemessenen Extinktion berechnen kann. Im _ folgenden be- 

schreiben wir die von uns am besten befundene Arbeitsvorschrift der 

kolorimetrischen Bestimmung und die dabei nétigen VorsichtsmaBbregeln. 
Reagenzien. 


A. Zur Extraktion aus Gewebe. 


|. Chloroform oder Ather (wasserfrei, pro analysi; siehe unten). 
» Kristallwasserfreies Natriumsulfat. 
3. Quarzsand oder Glassand aus Hartglas. 
B. Zur Verseifung. 
1. 10n KOH. 
29, Absoluter Alkohol. 
3. Ather (pro analysi, peroxydfrei '). 
C. Zur Kolorimetrie. 
|. Chloroform. Chloroform (J. P.V.) wird dreimal mit dem _ gleichen 
Volumen Wasser gewaschen, mit ausgegliihtem, entwassertem Kalium- 
carbonat geschiittelt, tiber Nacht stehengelassen und die iiberstehende 
Fliissigkeit benutzt?. Es wird in einer dunklen Flasche aufbewahrt ® 
und muf vollkommen wasserfrei sein. 
2, Antimontrichlorid. Es mu im Exsikkator iiber Schwefelsaéure voll- 
kommen entwassert aufbewahrt werden. 
}. Essigséureanhydrid. 
{, Bereitung des Antimonreagens. 


Ein dunkler Kolben wird mit 6 g SbCl,, 20 cem gereinigtem Chloroform 
ind etwa 7 Tropfen Essigsiureanhydrid beschickt, mit einem Chlorkalkrohr 
verschlossen, durch Erwarmen im Wasserbad von 40° den Inhalt gelést, 
darauf wird der Kolben in ein Wasserbad von 20° gebracht und méglichst 
im Dunkeln aufbewahrt!. Das Reagens ist etwa 10 Tage lang brauchbar, 
wir bereiteten es aber gewdhnlich einmal taglich frisch. Zusatz von Essig- 
siureanhydrid ist bei feuchtem Wetter unbedingt nétig > und beeinfluBt die 
Extinktion selbst nicht. 


Ausfiihrung. 
1. Extraktion des Vitamins A aus Gewebe. 


ag Gewebe (bei Leber geniigt gewéhnlich 1g, bei sonstigen 
Geweben braucht man | bis 10 g) werden mit Sand im Moérser zerrieben, 


1 Priifung auf Peroxyd: Za 10 cem Ather wird 1,0 cem 10 °,ige KJ- 
Lésung zugesetzt und | Stunde im Dunkeln stehengelassen. Nach Zusatz 
von Starkelésung wird die Lésung bei Peroxydgegenwart violett. Eine 
Anwesenheit von Jod in Spuren schadet praktisch kaum. Zur Beseitigung 
des Peroxyds vgl. Brandt, Chem. Ztg. 51, 981, 1927, und Reiche, Angew. 
Chem. 44, 896, 1931; sowie Hekelen, Emmerie u. Wolff, Zeitschr. f. Vitamin- 
forsech. 6, 150, 1937, und zwar S. 158. — 2 Eine Destillation ist gewéhnlich 
nicht nétig. — * Im Dunkeln aufbewahrt ist es mindestens 9 Wochen lang 
brauechbar. — 4 Aufbewahren im Eisschrank ist zu vermeiden, weil sich 
ein Teil des SbCl, ausscheiden kann, — ° Sonst wird die Lésung triibe und 
die Photometrie erschwert. 
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nach Zusatz von mehr als der gleichen Menge kristallwasserfre jer, 
Natriumsulfat mit 10 cem Chloroform (bzw. Ather) griindlich durch. 
gerithrt und durch ein Glasfilter (8 G 2— 3 G4) filtriert. Nach Zusatz 
von 10 ccm Lésungsmittel wird geriihrt, einige Zeit stehengelassen und 
abgesaugt. Gleicherweise wird im ganzen sechs- bis siebenmal verfahre! 


Die Filtrate werden gesammelt und das Lésungsmittel im Vakuum 
abgedampft. 

Bemerkung. Durch diese Behandlung wird das Vitamin A, aber nicht 
alle anderen Carotinoide quantitativ extrahiert. Dazu muB man vorhe: 
einige Male mit Methanol oder Athylalkohol extrahieren. Beim Versuct 
mit Lebertran ist diese Extraktion unnétig. Man geht sofort zu dem zweiten 
Arbeitsgang iiber. 

2. Verseifung. 

Der verdampfte Rickstand vom Arbeitsgang 1 wird in 10 ccm 
absolutem Alkohol gelést. Nach Zusatz von 0,5 cem 10n KOH wird 
unter Durchleiten von O,-freiem Ny im Wasserbad von 75° 15 Minuten 
erwarmt und danach abgekiihlt. Nach Ersatz des verdampften Alkoho!s 
wird die Losung quantitativ in einen Scheidetrichter gebracht und mit 
Wasser und Ather nachgespiilt. Das Wasser wird im ganzen auf etwa 
20 cem, die Athermenge auf etwa 25 ccm aufgefiillt. Nach Schiitteln 
wird die Atherschicht genommen und der Wasseranteil mit 25 cem 
Ather ausgeschiittelt. Die beiden Atherextrakte werden gesammelt 
und mit 15 cem Wasser gewaschen. Dann wird mit 15 ccm 0,5 n KOH 
gewaschen? und mit 15 ccm Wasser zweimal nachgewaschen. Der 
Ather wird abgedampft und der Riickstand in einer passenden Menge 
Chloroform gelést. Wenn die Lésung nicht ganz klar ist, so wird ab. 
gedampft und der Zusatz von Chloroform wiederholt. 

Bemerkungen. 1. Alkoholische KOH-Lésung farbt sich im Licht bei 
Zimmertemperatur etwa in 30 Minuten. Daher haben wir statt dessen die 
bestandige 10 n wasserige KOH-Lésung benutzt.’ 

2. Beziiglich der Verseifungsdauer war beim Versuch mit Lebe: 
zwischen 15 Minuten und 3 Stunden bei 75° kein Unterschied nachweisbai 
Bei héheren Temperaturen war der gefundene Wert manchmal kleiner. 

3. Eine Extraktion mit Chloroform nach der Verseifung wird vermieden, 
weil das Vitamin bekanntlich besonders nach Verseifung nicht stabi 
genug ist®. 

4. Bei Blut oder Milch wird statt vorheriger Extraktion direkt nach 
Zusatz von 10n KOH (bei Blut '/,, Volumen, bei Milch gleiche Meng: 
und einer geeigneten Menge Oktylalkohol unter N, 30 Minuten bei 160! 
hydrolysiert. Nach Zusatz einer gleichen Menge Alkohol und Wasser wird 
mit Ather extrahiert (vgl. Sakamoto *), 

' Das vorletzte eingeengte Filtrat mu Carr-Price-negativ sein. 

2 Um Alkohol und Seife zu _ beseitigen. — * Durch etwa vorhandenes 
Phosgen in ungeniigend gereinigtem Chloroform wird ein Teil Vitamin A 
zerstért. — 4 Sakamoto, J. Biochem. 82, 425, 1941. 
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5. Beim Versuch mit Leber, in der Vitamin A bekanntlich hauptsachlich 
in veresterter Form vorliegt, zeigte der Extraktionsriickstand nach der 
Verseifung keine Carr-Pricesche Reaktion. Die veresterte Form des Vita- 
mins A, die nicht durch Extraktion in Chloroform oder Ather iibergeht, 
scheint also nicht vorhanden zu sein. 


3. Bestimmung. 
In die Vergleichskiivette des Pulfrich-Photometers wird Wasser, 
in die Versuchskiivette (10 mm) 0,3 ccm der zu untersuchenden Chloro- 


formlésung eingebracht, zu der 3,0 ccm Antimonreagens mittels der 


Komagome- Pipette! zugesetzt werden (Abb. 1), wo- 
bei stark gedriickt werden soll, so da die Lésung 
dabei von selbst gemischt wird. Genau 5 Sekunden fumnmibagoe 
danach (Stoppuhr!) wird die Extinktion (Filter S 61) 
photometriert ; oder man extrapoliert den 5-Sekunden- 
Wert aus den Werten nach 10, 20 und 30 Sekunden. 


4. Berechnung. 


Die Konzentration des Vitamins A in der zu unter- 
suchenden Lésung sei c g pro 100 ccm, die gemessene a 
Extinktion #. Dann ist die Vitaminkonzentration in Fhe 
der zu untersuchenden Lésung 2,2 - Lmg pro 100 com. I] yvortofrootin 
Die zu untersuchende Lésung sei die v-mal verdiinnte 
Lésung von ag Gewebe in m ccm Chloroform. Dann 
ist die Konzentration des Vitamins A (als freie Form 
ausgedriickt), 2 mg pro 100 g des zu untersuchenden 
Gewebes, aus folgender Formel zu berechnen: 


’ 


Emv 


A. — = 4S: 
c a ap, 


a 














worin 


mv 
Wenn die zu untersuchende Lésung deutlich gelb gefarbt ist. so 
wird fiir die vorhandenen Carotinoide korrigiert. Die vorliegenden Caro- 
tinoide werden als f-Carotin bestimmt? und der entsprechende Korrek- 


1 AuBer Versuch wird die Pipette, wie in Abb. | dargestellt, in ein 
Reagensglas mit gegliihter Pottasche gelegt und in einem Wasserbad von 
etwa 20° belassen. Dadurch wird die Triibung des Reagens und das Ver- 
stopfen der Pipette durch auskristallisierendes SbCl, vermieden. — * Die 
bei tierischen Geweben vorkommenden Carotinoide sind auBer Vitamin A 
und Carotin hauptsachlich Xanthophyll und Lycopin. Alle sind etwa 
gleich stark gelb (Kuhn u. Brockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 206, 41, 
1932) und die Carr-Price-Werte bedeutend schwacher als beim Vitamin A. 
Xanthophyll ist etwas schwacher als Carotin, Lycopin noch schwacher 
(Euler u. Karrer, Helv. Chim. Act. 15, 496, 1932). 


Biochemische Zeitschrift Band 308. 24 














338 A. Fujita u. T. Sakamoto: 


tionswert wird von dem gemessenen Extinktionswert abgezogen 
Gewohnlich ist dieser Wert sehr klein und praktisch kaum zu beriick. 
sichtigen. 

Die Konzentration der #-Carotinlésung sei 2’ mg pro 100 com 
Chloroform, die Extinktion £’ (S 47, 10 mm). Dann besteht die folgende 
Beziehung : 

2’ = 0,45 EL’. 

Zur Umrechnung der Carotinmenge in die aquivalente Menge 
Vitamin A, y mg pro 100 ccm, dient folgende Forme! : 

0,45 EB’ 
41 


Also wird die auf Carotin korrigierte Vitamin A-Konzentration, 
xmg pro 100g Gewebe, durch folgende Formel berechnet: 


y = -2.2 = 0,0242 EH’. 


m 
x= (2,.2-Ev —0,0242- EH’ v’) —, 
a 
wobei vw’ die Verdiinnung der Carotinlésung bei der Bestimmung 


bedeutet. 


Beispiel. 


5g Rinderleber werden mit Chloroform extrahiert. Nach Ver- 
seifung wird auf 10,0 ccm aufgefiillt. Zur Bestimmung wird die Lésung 
noch zehnfach verdiinnt. Wir fanden: 


E£ (8 61, 10 mm) = 0,285 
und 


a 6. om = 10, vo = 10. 


In einem aliquoten Teil des Chloroformextraktes wird nach Ver- 
diinnung auf das Fiinffache der Carotingehalt bestimmt. 
Wir fanden: 
E’ (8 47, 10mm) = 0,175 
und 
ey = 5. 
Der korrigierte Vitamin A-Gehalt der Leber ist also: 


10 
(2,2 - 0,285 - 10 — 0,0242 - 0,175 - 5) — = 12,55 — 0,04 = 12,51 mg ° 
3) 


Bemerkungen. 1. Die so bestimmte Extinktion ist bei 0° bis 25° gleich. 


Bei 20° ist die Entfarbungsgeschwindigkeit am kleinsten. 

2. Der zur Berechnung benutzte Faktor wurde aus dem Vergleich mit 
den gemessenen Extinktionskoeffizienten im Ultravioletten bestimmt (vg! 
die folgende Arbeit). 

3. Die Vitamin A-Konzentration 2mg% hat zu Blauwert, CLO 
Einheit und internationaler Einheit (I. U.) folgende Beziehungen, vorau- 
gesetzt, da die Vitamin A-Konzentration dem Blauwert bzw. der CLO 
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Kinheit genau proportional ist, was in Wirklichkeit aber nicht streng der 
Fall ist (vgl. Notevarp', Eekelen ?). 


x {mg%] = «/10 (CLO) = z [Blauwert] = 30 z [I. U./g]. 


4. Im Blute liegt Vitamin A hauptsachlich als freier Alkohol vor, in 
der Leber hauptsachlich in veresterter Form (Hickman *, Reti 4 und Mead). 
Da sich aber die veresterte Form in bezug auf die Carr-Pricesche Reaktion 
ebenso verhalt wie die freie Form, solange keine hemmende Substanz vor- 
handen, wie wir uns beim Versuch mit Vogan® iiberzeugt haben, so stellt 
der nach obengenannter Vorschrift gemessene Wert den Gesamtvitamin A- 
Gehalt (als freie Form ausgedriickt) dar. 

5. Bei SiiBwasserfischen findet man Vitamin A, statt gewéhnlichem 
Vitamin A (Morton, Gillam, Wald usw.). Dieses Chromogen verhalt sich 
spektrophotometrisch anders als Vitamin A. Uber die Bestimmung des 
Vitamins A, neben A und die Verteilung der beiden Vitamine in japanischen 
Fischen soll in besonderen Arbeiten berichtet werden (Fujita und Saka- 
moto 7, Sakamoto *),. 

6. Wenn Vitamin A oxydiert wird, so entsteht bei der Carr-Priceschen 
Reaktion ein violettes Chromogen mit der Absorptionsbande bei 580 mu 
(a-Vitamin A von Karrer*), bei weiterer Oxydation entsteht ein rotes 
Chromogen mit der Absorptionsbande bei 572 my (572-Chromogen von 
Eekelen ®) oder ein Polymerisationsprodukt. Dann wird die biologische 
Wirkung nicht mehr dem Blauwert proportional (Robinson ). Bei der 
Chromatographie entstehen auch aus Vitamin A orange und rote Substanzen, 
die sich in bezug auf Carr-Pricesche Reaktion, Absorption im Ultravioletten, 
sowie biologische Wirkung anders verhalten als Vitamin A (Holmes '). In 
Lebertran findet sich ein cyclisiertes Vitamin A, das biologisch inaktiv ist, 
sich aber in bezug auf die Carr-Pricesche Reaktion ebenso verhalt wie 
Vitamin A (Embree'*, Heilbron}8). Dasselbe kann auch bei der Molekular- 
destillation entstehen (Lovern'). Also ist die kolorimetrische Bestimmung 
bei alten Lebertranpraparaten, Kunstprodukten oder sehr vitaminarmen 
Geweben nicht immer zuverlassig. Falls der wirkliche Vitaminwert fest- 
gestellt werden soll, mu8 man mittels Tierversuches kontrollieren. 


Experimentelles. 


1. Bemerkungen iiber einige vorliegende kolorimetrische 
Bestimmungsmethoden. 


Gegen die Rosenthalsche Modifikation® der Carr-Priceschen 
Methode mittels Brenzkatechin oder Guajakol liegt schon die Kritik 


1 Notevarp u. Weedon, Biochem. J. 30, 1705, 1936. — * v. Eekelen, 
Emmerie u. Wolff, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 6, 150, 1937. — * Ind. Eng. 
Chem. 29, 1107, 1937. — 4 C.r. Soe. Biol. 120, 577, 1935. — ® Quart. J. 
Pharmacy a. Pharmacol. 12, 409, 1939. — ® Vgl. die folgende Arbeit. — 
’ J. Biochem. 82, 437, 443, 1941. — §® Chem. Rev. 14, 27, 1934. — 
‘ », Eekelen, Emmerie, Julius u. Wolff, Proc. Akad. Wetensch. Amsterdam 
35, 1347, 1932. — 1° Biochem. J. 32, 807, 1932. 1 Holmes u. Corbet, 
J. of biol. Chem. 127, 449, 1939. — !2 Ebenda 128, 187, 1929. — '* Heil- 
bron, Morton u. Webster, Biochem. J. 26, 1194, 1932. — !'4 Lovern, Mead 
1. Morton, ebenda 33, 338, 1939. — '° Rosenthal u. Erdélyi, ebenda 28, 71, 
414, 1934. 


24* 

















340 A. Fujita u. T. Sakamoto: 


von Kekelen! vor. Nach unserem Versuch war die Reaktion des Vita. 
mins A selbst unsicher. 

Die Methode von Pacini2 mittels Guajakol, Phenol und Uberch|or- 
siure erwies sich nach unserem Versuch auch nicht zuverlassig, weil cie 
Extinktion nicht bestandig ist und mit dem Steroid von Vitamin A ver. 
schiedene Farbenreaktionen erhalten werden. 

Zur Bestimmung des Vitamins A wird seit Rosenheim? haupt- 
sichlich das Lovibond-Tintometer verwendet. Da aber der Blauwert 
der Vitamin-Konzentration nicht streng proportional ist, muB di: 
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Konzentration der zu untersuchenden Lésung auf einen bestimmten 
Konzentrationsbereich eingeschrankt werden. Die gemessenen Werte 
schwanken je nach der Lichtquelle (vgl. Huier*) und eine schnelle 
Bestimmung ist schwer auszufiihren. Manchmal ist auch der Vergleich 
wegen der ungleichen Farbténe schwierig. Wir fanden die Bestimmung 
mit dem Pulfrich-Photometer bequemer, schneller und sicherer aus- 
fiihrbar. Auch Ritsert5 hat sich des Pulfrich-Photometers bedient und 
den Zusammenhang zwischen Blauwert und Durchlassigkeit festgeste!!t 
Wir haben dagegen den Zusammenhang zwischen Extinktion und 
absoluter Vitamin A-Konzentration bestimmt. 


2. Zeitlicher Verlauf der Farbenreaktion. 

50 mg Vogan wurden verseift. Das Unverseifbare wird in 5,0 ccm 
Chloroform gelést und mit demselben Lésungsmittel je 5-, 10- und 
20fach verdiinnt und vorschriftsmaBig bestimmt (Zimmertempe 
ratur 16°). Bis zum Auffiillen der Reagenzien vergingen 2 Sekunden 
und bis zum Ablesen dauerte es etwa 5 Sekunden, Der zeitliche Verlaut 


1 Klin. Wochenschr. 1935, S. 829. — ? Pacini u. Taras, J. Ame: 


Pharm. Assoc. 26, 721, 1937. — 3 Rosenheim u. Schuster, Biochem. J. 21, 
1329, 1927. — 4 v. Euler u. Karrer, Helv. Chim. Act. 15, 496, 1932. 


5 Merecks Jahresber. 1935, 8. 19. 
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der Extinktion nach Zusatz der Reagenzien ist in Abb. 2 dargestellt. 


Wir nahmen den Wert nach 5 Sekunden. Die Unbestandigkeit der 
Farbe ist ein Nachteil der Carr-Priceschen Reaktion, der aber von uns 
trotz vielen Versuchen unter verschiedenen Bedingungen nicht iiber- 
wunden werden konnte. 


3. Einflup der Vitamin A-Konzentration. 


Beim Versuch mit gereinigten Vitamin A-Praparaten, wie Vogan, 
Biosterin, Haliva usw. sind die Extinktionen sowohl vor wie nach 





Verseifung fast dieselben und den Kon- . 

zentrationen gerade proportional. Beim ry | 
Versuch mit Lebertran ist vor Verseifung 47} 
bekanntlich manchmal eine Hemmung 


‘ ; ; 40} 
der Farbenreaktion nachweisbar, die aber 
nach der Verseifung verschwindet. Ein GS} 
Beispiel wird in Abb. 3 gezeigt. oe 
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Tabelle I. Versuch mit 0,133 mg®,iger Voganlésung. 
0 


Zimmertemperatur: 20°. 





Temperatur Sofort (A) 1 Min. 2 Min. (B) ‘ - 100 (%) 
0 0,65 0.57 0.49 2 
5 0,65 0,59 0,53 68 
10 0,65 0,59 0,52 69 
15 0,66 0,59 (52 71 
20 0.65 0,60 0.54 75 
25 0,64 0,59 0,53 70 


' Ohne Essigsiureanhydridzusatz wird unterhalb 20° ein Teil SbCl, 


1usgeschieden., 
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5. EinjluB der SbCl,-Konzentration. 
Die Ergebnisse von Tabelle II zeigen, daB die sofort gemessenen 
Extinktionen bei einer SbCl,-Konzentration zwischen 20 bis 30° ganz 
gleich waren und sich die 30 %ige Lésung am bestandigsten erwies. 


Tabelle II. Versuch mit 0,2 mg iger Voganlésung. 





> we ati s 
Konzentration B 


des SbCl, im Sofort (A) 1 Min. 3 Min. (B) —-+ 100 (%) 
Reagens (%)* A 

35 ** 0,76 0,66 0,48 

30 ** 0,72 0,65 0,49 

25 0,72 0,62 0,44 

20 0,72 0,59 0,37 

15 0,67 0,51 0,32 

10 0,60 0,42 0,24 

* Bedeutet hier die Konzentration in g pro 100ccm Lésung. — ** Bringt man auf ein 
Temperatur von 20°, so scheidet sich innerhalb weniger Minuten kein Sb Cl; aus. 


6. Spezifitat der Reaktion. 

Bekanntlich ist die Carr-Pricesche Reaktion fiir viele Carotinoide 
positiv, manche Steroide geben ebenfalls Farbenreaktionen, aber von 
verschiedener Farbe. Bei tierischen Geweben kommen nur in Betracht: 
Carotin, Lutein und Lycopin. Carotin ist etwa 20mal so schwach 
wie Vitamin A. Nach Karrer! zeigen Lycopin und Xanthophyll noch 
schwachere Farbenreaktion als Carotin. In Tabelle III werden die 
Ergebnisse unseres Versuchs mit einigen Carotinoiden und Steroiden 


zusammengefaBt. 
Tabelle III. 





Zeitliche Anderung 
der Extinktion 


1 
1 


Versuchsobjekt E [ 


tas S61 Farbe 


Vitamin A. 5000 * blau 
Lutein .... 250* 
Abnahme bis 2 Min. 


B-Carotin.. 268 Nachher bis 10 Min. konstant. 


Zunahme bis 10 Min. 


Ergosterin . 6,6 rotviolett + graublau || x, wher bis 60 Min. konstant 


Bis 1 Std. fast 0. 
Nachher ailmahl. Zunahme. 


Bis 30 Sek. konstant. 


Cholesterin. | fast 0 violettorange 
Vitamin D, 0,7 leicht gelb > orangegelb! 
* Nach Gillam, Heilbron u. Morton, Bioch. J. 27, 878, 1933. 


7. Extinktion und Carotinkonzentration. 


8-Carotin (Hoffmann-La Roche) - Lésung verschiedener Konzentra 


tionen wurde vorschriftsmaBig bestimmt. Aus den Ergebnissen von 


' y, Euler u. Karrer, Helv. Chim. Act. 15, 496, 1932. 
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Tabelle LV erhielten wir den Faktor 41, den wir zur Berechnung des 
Korrektionswertes fiir Carotin bei der Bestimmung von Vitamin A 
benutzten. 

Tabelle IV. 





Konzentration S61 
des 3-Carotins E F 0 I 
¢ (mg %) . 


20 0,495 40,8 
10 0,237 42.6 
5 0,121 41,7 | 


40 0,827 48,8 | 


Mittel 41 


2,5 0,063 40,3 
1,25 0,030 41,7 


Zusammenfassung. 


1. Die Bestimmung des Vitamins A in tierischen Geweben nach 
Carr und Price wurde mit dem Pulfrich-Photometer gepriift und die 
nétigen VorsichtsmaBregeln sowie die Vorschrift der von uns am besten 
befundenen Technik beschrieben. 

2. Der zur Berechnung der absoluten Konzentration des Vitamins A 
aus der gemessenen Extinktion nétige Umrechnungsfaktor wurde 
bestimmt. 


3. Die Korrektionsformel fiir anwesenendes Carotin wurde angegeben 


und gezeigt, daB dieser Korrektionswert gewoéhnlich praktisch vernach- 
lassigbar klein ist. 














ber die Bestimmung des Vitamins A’. 
II. Mitteilung: 
Uber die spektrophotometrische Bestimmung. 
Von 
Akiji Fujita und Toshimasa Sakamoto. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes in Tokio.) 
(Eingegangen am 2, April 1941.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


1925 hat Takahashi? aus dem Unverseifbaren des Dorschlebertrans 
ein Konzentrat des Vitamins A ,,Biosterin‘* erhalten und berichtet, dal 
es in alkoholischer Lésung eine Absorptionsbande um 320 my. zeige. 
1928 hat Morton ® mitgeteilt, daB die Absorptionsbande um 280 bis 
320 my. liege, was fiir Vitamin A charakteristisch sei, und da8 das Absorp- 
tionsmaximum der Lésung des unbehandelten Lebertrans aus Frisch. 
fisch bei 328,5 my. liege. Heilbron4 hat ebenfalls angegeben, daB sich 
die Absorptionsbande des Lebertrans bei 260 —380 my. und das Maximum 
um 328 my, befinde. In weiteren Untersuchungen von Morgan 5 wurde 
uber eine Absorptionsbande um 328 my. berichtet. Vom internationalen 
KongreB zu London 1934 wurde eine Bestimmungsmethode des Vita- 
mins A aus dem Extinktionskoeffizienten bei 328 my, angenommen. 
Smith® hat hervorgehoben, daB das Absorptionsmaximum und der 
Extinktionskoeffizient des Vitamins A je nach dem Lésungsmitte! 
variieren kann. Karrer? hat angegeben, daB das hochgereinigte Vita- 
min A-Praparat eine Absorptionsbande um 325-328 my. zeige, aber 
die genaue Stelle des Maximums wurde nicht angegeben. Die Be- 
stimmung des Absorptionsmaximums durch Spektrographie _ fiillt 
wegen der Unbestandigkeit des Vitamins gewoéhnlich nicht sehr exakt 
aus. Nach Gillam ® liegt das Absorptionsmaximum einiger Meerwasser- 
fische bald bei 328, bald bei 326, bald bei 325 mu. Hamano ® hat reine 
Vitamin A-Lésung, dargestellt nach Verseifung der kristallisierten 


Vitaminester, untersucht und ein Absorptionsmaximum bei 325 mu. 


' Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai* danken wir ve! 
bindlichst fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. — 2 Takahashi, Nakamiiy«. 
Kawakami u. Kitasato, Proc. Inst. Physic. Chem. Res. 8, 81, 1925 

Morton u. Heilbron, Biochem. J. 22, 987, 1928. — 4 Heilbron, Heslop, 
Morton, Drummond u. Rea, ebenda 26, 1178, 1932. — 5 Morgan, Edisbu 
u. Morton, ebenda 29, 1645, 1935. — ® Smith, Stern u. Young, Nature 141. 
551, 1938. — 7 Helv. Chim. Acta 16, 631, 1933. — 8 Gillam u. Rid 
Biochem. J. 82, 820, 1938. — ® Riken-Ihd 16, 851, 1937. 





(mit 
stim 
best 
ibe! 
wor 
mur 
Tier 
imn 
der 
Vite 
unte 
ode! 
arb 
OXY 
Ox) 
sche 
wie 
uns 
es $ 
Ein 
grol 
unz 
erhi 
bes' 
Fal 
dies 
fiir 
Zus 


Art 
alk 
tior 
Fuy 


unc 


Bestimmung des Vitamins A. II. 345 


(mit einer Nebenbande bei 313 mu) gefunden. Hdishury! hat zur Be- 
stimmung des Vitamins A den Extinktionskoeffizienten bei 325 mu 
bestimmt. Neuerdings ist auch in einem Referate iiber Carotinoide ? 
iiber die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten bei 325 my. berichtet 
worden. Nach unseren vielen bisherigen photoelektrischen Bestim- 
mungen mit Fischlebertranen, Vitamin A-Praparaten und Lebern der 
Tiere ergab sich tibereinstimmend, da das Absorptionsmaximum sich 
immer bei 325my, nicht aber bei 328 my befinde. Infolgedessen ist 
der Wert von E}% 325my dem, bei 328my zur Bestimmung des 
Vitamins A vorzuziehen. Wenn man aber sehr vitaminarme Objekte 
untersucht, so ist der Einflu8 der Substanzen unvermeidbar, die mehr 
oder weniger bei 325 my, absorbieren, obwohl man mit Unverseifbarem 
arbeitet. Wir haben daher versucht, ob man das Vitamin A allein 
oxydieren und aus der Differenz zwischen der Extinktion nach der 
Oxydation und der vor der Oxydation die fiir Vitamin A charakteristi- 
sche Kurve erhalten und daraus den Vitamin A-Gehalt bestimmen kann, 
wie dies bei Vitamin C der Fall war (Fujita und Sakamoto *). Aber nach 
unseren Versuchen mit Cholesterin, Ergosterin und Vitamin D, erwies 
es sich, daB die genannte Oxydationsbehandlung einen bedeutenden 
Einflu8 auf die Absorption der Steroide ausiibe. Bei Gegenwart einer 
groBen Menge Steroide ist also der genannte Oxydationsversuch 
unzweckmaBig. Sonst wird die fiir Vitamin A charakteristische Kurve 
erhalten, trotz der Gegenwart anderer bei 325 my. absorbierender aber 
bestaindigerer Substanzen. Der Oxydationsversuch ware also in manchen 
Fallen zur Beurteilung des Vorhandenseins des Vitamins niitzlich. In 
dieser Arbeit wird iiber die Priifung der verschiedenen Bedingungen 
fir die spektrophotometrische Bestimmung des Vitamins A und den 
Zusammenhang mit der kolorimetrischen Bestimmung berichtet. 


Ausfiihrung. 


Extraktion und Verseifung wurden schon in der vorangehenden 
Arbeit* beschrieben. Das Unverseifbare wird in absolutem Athyl- 
alkohol gelést, zur geeigneten Konzentration verdiinnt und der Extink- 
tionskoeffizient bei 325 my, vorschriftsmaBig bestimmt (vgl. Tomita’, 
Fujita und Sakamoto®). 

Berechnung. 


ag der zu untersuchenden Substanz werden extrahiert, verseift 
und das Unverseifbare mit Athyvlalkohol auf mcem aufgefiillt. Nach 

! Edisbury, Morton, Simpkins u. Lovern, Biochem. J. 32, 118, 1938. — 
* Nature 145, 286, 1940. — * Diese Zeitschr. 297, 10, 1938. 4 Fujita 
u. Sakamoto, diese Zeitschr. 808, 334, 1941. — ° Keié-Igaku 15, 891, 1935. 
— § J. of Biochem. 25, 193, 1937. 
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v-facher Verdiinnung wird der Extinktionskoeffizient bei 325 my be. 


stimmt. Die Konzentration c¢ ° 
a- 100/mv. 


, der zu untersuchenden Lésung ist 
Die Vitamin A-Konzentration «mg pro 100g Gewebe ist nach 
folgender Formel zu berechnen: 


a= 50E/c = 05 Emvia, (] 


worin £ die Extinktion (1 cm) bei 325 my. bedeutet. 


Bemerkungen. 


Um die Vitamin A-Konzentration in internationale Einheiten umzu- 
rechnen, verfahrt man folgendermafen: 


gif 328 mp = E/ec, 
folglich 
[E} 2 328 mu]. f = (Ec). f (I. U./g], 

f ist der Umrechnungsfaktor. Auf dem 2. internationalen Vitaminkongre} 
1934 wurde er vorlaufig mit 1600 festgelegt. Nach weiteren Untersuchungen 
vieler Autoren ergab sich der Faktor als 1800 —2000. Hume! schlagt vor, 
den Faktor 1600 noch bis zu dem 3. internationalen Kongre8B beizubehalten. 
Angenommen also f = 1600, so erhalt man aus Formel (1) durch Multipli- 
kation mit 1600/50 = 32 den entsprechenden Wert in I.U./g. Also 
z (mg%] = 32. 2 [I. U./g). 


Experimentelles. 
1. Bestimmung des Absorptionsmaximums im Ultravioletten. 


Von Voganlésung (1 : 3000) in Athylalkohol wurden die Extinktions- 
koeffizienten im Ultravioletten vor und nach der Verseifung photo- 
elektrisch bestimmt. Wie aus den Ergebnissen von Tabelle I hervorgeht, 
liegt das Maximum bei 325 mu, aber nicht bei 328 my. Denselben Befund 
haben wir bei gewissen Vitamin A-Praparaten wie Vogan, Haliva, 
Biosterin und Lebertran (J. P. V.) sowie bei Leber von vielen Tieren 
erhalten. Wir haben deshalb in den weiteren Bestimmungen immer 


Tabelle I. 


E (1 cm) 











Wellenlinge Wellenlinge =< wai . — 
mu vor Verseifung nach Verseifung mu vor Verseifung nach Verseifung 
320 0,775 0,720 328 0,792 0,720 
323 0,792 0,740 330 0,760 0,675 
325 0,795 0,752 


1 Nature 148, 22, 1939. Bei der Oxydation des Vitamins A kann diese! 
Wert f bis 910 abnehmen (Robinson, Biochem. J. 32, 807, 1938). Bei ver 
esterten Vitamin A-Priparaten wie Vogan ist der f-Wert nach Moll und Reid 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 260, 3, 1939) 3500 (+ 600). 
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die Wellenlange 325 my verwendet. Auch haben wir in unseren bis- 
herigen Versuchen immer eine Nebenbande bei 315 my. gefunden. Dies 
stimmt mit dem Befund von Hamano ungefahr iiberein, der in der 
reinen Vitamin A-Lésung, dargestellt durch Hydrolyse des kristalli- 
sierten Vitaminesters, ungefahr dasselbe Ergebnis erhielt. 


2. Zeitliche Anderung der Extinktion. 

Verdiinnte Voganlésung vor bzw. nach Verseifung wurde mit 
Strahlen von 325 my bestrahlt. Aus den Ergebnissen von Tabelle II 
ersieht man, daB die Vitaminlésung nach der Verseifung sehr unbestandig 
wird und in ungefaéhr 1 Minute etwa 4% abnimmt. Man muB also nach 
der Verseifung sofort bei 325 my bestimmen. Durch einen besonderen 
Versuch haben wir uns iiberzeugt, daB das Absorptionsmaximum bei 
325 my, nicht aber bei 328 my. liege, gleichgiiltig, welches der beiden 
man zuerst bestimmt. Aber bei der Spektrographie muB man gewoéhnlich 
hintereinander verschieden lang bestrahlen, so daB die Bestimmung des 
genauen Absorptionsmaximums bei solchen lichtempfindlichen Objekten 
schwieriger wird. 

Tabelle II. 











Bestrah- E (325 mu, 1em) Bestrah- E (325 mu, ten) 
lungszeit lungszeit ‘2 ae 
Sek. vor Verseifung nach Verseifung Sek. vor Verseifung | | nach Verseifung 
15 0,440 0,544 60 0,440 0,526 
30 0,440 0,534 75 0,440 0,520 
45 0,440 0,530 


3. Vitamin A-Konzentration und Extinktion. 


Wie Tabelle III zeigt, ist die Extinktion der Konzentration einer 
bis etwa 100 mg°,igen Voganlésung innerhalb der Fehlergrenze der 
Messung genau proprotional. 


Tabelle IIT. Verdiinnte Voganlésung in Athylalkohol. 














Vogan- | Vogan- 
Konzentration [ren ak clE Konzentration| 2£ 5 325 aa CE 
lem lem 
e (mg%) e (mg%) 
200 (3,68 ) (54,3) 25 0,420 59,5 
100 1,704 58,7 12,5 0,211 59,2 
50 0,840 59,5 6,25 (0,098) (63,8) 


4. Oxydationsversuch mit Vitamin A. 

Wir haben eine Oxydation des Vitamins A auf verschiedene Weise 
probiert. Bei Kochversuchen nach Zusatz von FeC], oder H,O, konnten 
wir keinen bestimmten Extinktionskoeffizienten erzielen, dies gelang 
uns aber durch Kochen in Sauerstoff. Vitamin A-Praparate wie Leber- 
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tran, Vogan, Haliva und Biosterin wurden verseift und auf die geeignete 


Konzentration verdiinnt; je 3,0 cem wurden mit Sauerstoff gesattigt 
die Réhrchen mit Watte verschlossen ins kochende Wasserbad gelevt 
und die Werte von Zeit zu Zeit gemessen. Wie aus den Ergebnissen von 
Tabelle IV ersichtlich, werden die Extinktionen in 80 bis 90 Minuten 


Tabelle IV. 





Verdiinnung Kochdauer bis zum 
Versuchsobjekt des Konstantwerden 
Unverseifbaren von £(325 mu, lem) 


UR tai as 5 alan Wy oo oe 8000 80 Minuten 
EI 0.) icabgiais ne San 3000 90 th 
WHEE aes So UR Gas halal 3000 90 ys 
Lebertran (J.P.V.) .... 650 90 ss 


konstant, sie nehmen dann nicht mehr ab. Wahrscheinlich ist das 
Vitamin A dann vollkommen oxydiert. Die Ergebnisse des Versuchs 
mit Vogan sind in Abb. 1 dargestellt. Wenn eine soleche Anderung fiir 

Vitamin A charakteristisch ware und_ bei 








f anderen unverseifbaren Substanzen nicht 
» | stattfande, so kénnte man durch Subtrak- 
PSI | | tion der Extinktionskoeffizienten nach Oxy- 
hgh | dation von denselben vor Oxydation die fiir 
~———- Vitamin A charakteristische Extinktions- 
| kurve erhalten. Versuche mit Cholesterin, 
Bier po ihc - Bey Ergosterin und Vitamin D, ergaben, dai 

Abb. 1. bei allen genannten Sterniden die Extink- 


tionskoeffizienten nach Verseifung gréber 
wurden und nach Oxydation nur bei Cholesterin etwas ab-, aber bei 
den anderen bedeutend zunahmen. Daher kann man bei Gegenwart 
bedeutender Mengen dieser Steroide durch Oxydation keine fiir Vita- 
min A charakteristische Absorptionskurve erhalten. 
d. | le 325 mu der unverseifbaren Substanzen. 

Die Extinktionskoeffizienten einiger unverseifbarer Substanzen 
werden in Tabelle V angegeben. Der Extinktionskoeffizient des Vita- 
mins A ist wegen der Unbestandigkeit desselben von den Autoren nicht 
iibereinstimmend angegeben. Nach der Messung von Carr! betrigt er 
1600, nach Karrer2 1700, nach Holmes? mit kristallisiertem Vitamin A 
2100, nach Mead4 1800 und nach einem Versuch von Karrer® mit dem 
Praparat von Holmes 1680. Wir nehmen deshalb den abgerundeten 


' Carr u. Jewell, Nature 131, 92, 1933. — ? Karrer u. Morf, Hels 
Chim. Acta 16, 625, 1933. — * Holmes u. Corbet, J. Amer. Chem. Soc. 5%, 
2042, 1937 4 Mead, Underhill u. Coward, Biochem. J. 38, 589, 1939. 


5 Helv. Chim. Acta 22, 1149, 1939. 
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Mittelwert von 2000 und berechnen E}"°, 325 my = 2000. Wie aus 
Tabelle V ersichtlich, ist das Vorliegen von Steroiden, solange sie im 
Verhaltnis zu Vitamin A nicht sehr reichlich auftreten, gew6hnlich ohne 
Finflu8. Der Extinktionskoeffizient des f-Carotins ist ziemlich groB, 
aber da es in Athylalkohol schwer léslich ist, kann es bei biologischen 
Objekten kaum in Betracht kommen. 

Es ist bekannt (Embree1, Heilbron2), daB das in Fisch6] mehr oder 
weniger vorhandene cyclisierte Vitamin A im Ultravioletten um 325 mu, 
stark absorbiert und ebenso auch eine starke Carr-Pricesche Reaktion 
zeigt, aber biologisch inaktiv ist. Wenn ein solches in gréBerer Menge 
vorliegt, kann also die Bestimmung des Vitamins A aus den Extinktions- 
koeffizienten nicht richtig sein. 


Tabelle V. 





11% »1‘ 


Versuchsobjekt E} 2 325 mu Versuchsobjekt EY co, 325 mu 
Vitamin A ........ 2000 * Vitamin Dy ...... 4,5 
a 440 ** Cholesterin ....... 0,13 
Ergosterin ......... 4,9 

* Vgl. Text. — ** Ellen | der 0,92 mg%igen 3-Carotinlésung (Hoffmann-La Roche) 


in Athylalkohol betrug 0,404. 


6. Eaxtinktionskurve der Vitamin A-Prdparate. 
In Abb. 2 geben wir die Ergebnisse der Bestimmung der Extinktions- 
koeffizienten der Voganlésung vor und nach der Verseifung und die 








nach der Oxydation wieder. Durch 29 
Subtraktion der Extinktionskoeffizienten 
nach der Oxydation von denen nach der 38 
Verseifung ohne Oxydation erhalt man 7 -s/ 
die fiir Vitamin A charakteristische a 
Kurve mit dem Maximum bei 325 und a 

: = ‘ = 46 
bei 315 my. Fast genau dieselbe Kurve 
erhielten wir beim Versuch mit Biosterin * ,. vi 

: . ; | 45}—f+ 

und Haliva. Nach der Oxydation ver- F ly 


schwindet das Absorptionsmaximum. {gg 
Der Extinktionskoeffizient bei 325 my 
hat nach der Verseifung etwas ab- 43 
genommen, siehe Abb. 2. Da aber bei 
schnellem Arbeiten fast kein Unter- 

ae dil 


schied zu erkennen ist, kommt dies még- 





1 J. of biol. Chem. 128, 187, 1939. — gt ~ aoe eames pee Danna 
@ . . * 0 It 20 350 IY J50 
* Heilbron, Morton u. Webster, Biochem. . Wellen| 
J. 26, 1194, 1932. wae ee Ka 





Abb. 2. Vogan (1: 3000). 
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licherweise von einer teilweisen Veranderung nach der Verseifung 
her, da das Vitamin nach dem Verseifen sehr unbestandig ist. 


7. Zusammenhang zwischen der Extinktion der Carr-Priceschen Reaktion 
und E} °° 325 mu. 

Um aus dem Extinktionswert der Carr-Priceschen Reaktion den 
Vitamin A-Gehalt zu berechnen, mu8 man von demselben Vitamin A. 
Praparat den E-Wert der Carr-Priceschen Reaktion und den Extink. 
tionskoeffizienten bei 325 my vergleichen. In Tabelle VI finden sich 
unsere Versuchsergebnisse . 


Tabelle VI. 





Carr- Price sche Reaktion Extinktion bei 325 mu 





B 

Versuchsobjekt ae ° ry 

¢ (%) |E bed A=Ele ¢(%) E(icm) biel B* Vit. | e 

Vogan..... 1/16 0,33 5,2 1/30 0,752 22,56 1127 213 
» «eee | 1/16 | 0,826 | 6,20 || 1/30 | 0,799 24,00 1200 231 
Haliva .... 1/32 0,40 12,80 | 1/80 | 0.678 54,20 2710 212 
Biosterin .. 1/16 0,58 9,28 1/50 0,780 89,00 1950 210 
Mittel: 217 


* B=50£E/c [mg% Vitamin A]. 


Die Extinktion (325my, lem) der zu untersuchenden Lésung 
sei #, die zu untersuchende Lésung sei hergestellt, indem man ag 
Gewebe verseift, das Unverseifbare auf m ccm in Athylalkohol lést und 
aufs v-fache verdiinnt; ee. 325 my, des zu untersuchenden Gewebes 
sei Y. Dann ist 

Q = Ele = Emv/100 -a. 
Da E}": 325 my. des reinen Vitamins A 2000 ist, betrigt der Vitamin A- 
Gehalt in mg pro 100 g Gewebe: 


1000 - 100 -Q/2000 = Emv/2a = 50: EB/e. 
Die B-Werte in Tabelle VI wurden nach dieser Formel berechnet. 
Die Vitamin A-Konzentration in mg pro 100 ccm der zu unter- 


suchenden Lésung ist 


Emv a. 100 E 
2a 100 mv 2 


Aus den Ergebnissen von Tabelle VI haben wir den Faktor zur 
Berechnung der Vitamin A-Konzentration, aus der Extinktion der 
Carr-Priceschen Reaktion den Mittelwert 217 (abgerundet 220) erhalten. 


8. Bestimmung des Vitamins A aus den Extinktionskoeffizienten des 
Unverseifbaren mit und ohne Oxydation. 


Bei konzentrierten Vitamin A-Praparaten wurde der Zusammen 
hang zwischen den Extinktionskoeffizienten vor und nach der Ver 
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seifung und nach der Oxydation bestimmt. Wie aus Tabelle VIT hervor- 
geht, sind die Extinktionskoeffizienten nach der Verseifung den Diffe- 
renzen zwischen dem Koeffizienten nach der Oxydation und dem nach 
der Verseifung (B—C) praktisch proportional. Die Vitamin A-Konzen- 
tration in mg®, kann man durch Multiplikation mit 62 aus den Werten 
(B—C) erhalten. 

Tabelle VII. 








Elica 325 mu - 
: 1 sine aniieaieaiataieaenilidSiactlabipinyisaicep canst: gaa D 
Versuchsobjekt vor nach nach B mg°% BC 
Verseifung Verseifung Oxydation p7—cC Vit. A] | 
A B Cc 

VOOR ..c.ceeeee 23,88 22,56 | 4,53  18,03/ 0,80 1127 | 62,6 
Persea nden 25,10 24,00 | 5,60 18,40) 0,77 1200 — 65,2 
AR 55 55's poe 55,10 54,20 10,20 44,00 0,81 2710 61,6 
Biosterin ....... 39,10 39,00 6,50 | 32,50 |) 0,83 1950 60,0 
Lebertran (J.P.V.) 4,14 4,02 1,07 2,95 | (0,73) 201 (68,2) 
Mittel: 0,80 62,4 


Wir haben mit einigen Rindergeweben eine gleichzeitige Bestimmung 
des Vitamins A mittels der kolorimetrischen und spektrophotometrischen 
sowohl vor und nach Verseifung wie auch nach Oxydation) Methode 
ausgefiihrt, die Ergebnisse finden sich in Tabelle VIII. Die Extinktions- 
kurven bei Leber, Retina und Diinndarm sind in Abb. 3 bis 5 wieder- 


Tabelle VIII. 

Die Zahlen bedeuten die Konzentration des Vitamins A im Gewebe in mg°®,. 
Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die fiir Carotin korrigierten Zahlen. 
A = Extinktion vor der Verseifung, B = Extinktion nach der 
Verseifung, C = Extinktion nach der Oxydation. 





Vitamin A-Gehalt berechnet 





Versuchsobjekt Menge are kolorimetrisch aus spektrophotometrisch aus 

g A | B A B B-C 
RE oe cielo ce ask 0,1 1160 1192 1128 1118 
BES hy ne) do wna 0,1 - 1142 1253 1200 1140 
ea ee 0,1 _ 2820 2760 2713 2728 
Biosterin ........ 0,1 2040 1960 1950 2020 
Lebertran (J.P.V.) 1 _— 216 207 201 186 


Leber (Rind) .... | 5 14,57 (0,06) 12,45 (0,05) 11,50 10,55 8,70 


* as vie Hie — 6,16 . 4,86 4,54 
Netzhaut (Rind). | 8 0,48 (0,01) 0,57 (0) 0,69 0,70 0,24 
a o» «| 8,58!) 0,26 (0) 0,31 (0) 0,39 0,25 
Diinndarm (Rind) 20 0,014* (0) 0,006* (0) 0,192 0,123 
Augenchorioidea 
CRI). o50 vn es 5,79; 0,48 (0) 0,38 (0) 2,24 1,72 


* Der zeitliche Verlauf der Farbreaktion war von dem bei Vitamin A verschieden 
(vgl. Text). 
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gegeben. Wie man daraus ersieht, sind die Vitaminwerte bei den kon. erw 
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war dies bei den Werten von vitaminarmen Organen nicht der Fal! Vit 
Bei Netzhaut sind die kolorimetrischen Werte nach Verseifung héher. vio 
was zeigt, daB eine die Farbreaktion hemmende Substanz vorhanden 328 
ist, die durch Verseifung beseitigt wird. Bei Netzhaut war der nach Ex 


dem Oxydationsversuch bestimmte Wert kleiner als der aus dem Ex- 
tinktionskoeffizienten nach Verseifung erhaltene. Die Extinktionskurv: 
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erwies sich aber als die fiir Vitamin A charakteristische. Bei Diinndarm 
verhielt sich der zeitliche Verlauf der Carr-Priceschen Reaktion anders 
als bei Vitamin A. Sofort nach Zusatz des Reagens zeigte sich keine 
Farbe, nach 5 Sekunden begann die Blaufarbung und erreichte nach 
2 Minuten ihr Maximum. In diesem Falle waren die kolorimetrischen 
Werte sehr klein. Dagegen waren die spektrophotometrisch bestimmten 
Werte aus dem Extinktionskoeffizienten des Unverseifbaren etwa 20 mal 
so groB. Nach Oxydation des Unverseifbaren stiegen die Extinktionen 
noch mehr an als vor der Oxydation. (Vgl. Abb.5.) Die Extinktionskurve 
war auch nicht die fiir Vitamin A charakteristische. Bei Chorioidea 
war auch der kolorimetrisch bestimmte Wert viel kleiner als der spektro- 
photometrisch bestimmte. Bei solchen vitaminarmen Geweben sind also 
die spektrophotometrisch bestimmten Werte weniger zuverlassig als die 
kolorimetrischen. Von Eekelen! wurde Ahnliches bei Blut beobachtet. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Bestimmung von Vitamin A aus den Extinktions- 
koeffizienten im Ultravioletten ausfiihrlich beschrieben. 


2. Vitamin A wird in Sauerstoff bei 100° in etwa 90 Minuten voll- 
stindig oxydiert und der Extinktionskoeffizient bei 325 my nimmt 
nicht mehr ab. 

3. Man kann also durch Subtraktion der Extinktionskoeffizienten 
nach der Oxydation von demselben vor der Oxydation die fiir Vitamin A 
charakteristische Kurve erhalten. 

4. Bei Vitamin A-reichen Praparaten wurden immer 4hnliche 
Kurven wie die fiir Vitamin A charakteristischen erhalten. Die aus 
den Extinktionskoeffizienten vor und nach der Verseifung bestimmten 
Werte, sowie die aus den Differenzen der Extinktionskoeffizienten 
vor und nach der Oxydation, waren bei Vitamin A-reichen Praparaten 
praktisch dieselben. 

5. Bei vitaminarmen Geweben stimmten die genannten Werte 
nicht iiberein. Der Einflu8 der anderen Substanzen kann nicht ver- 
mieden werden. Bei vitaminarmen Geweben sind die spektrophoto- 
metrischen Werte weniger zuverlassig als die kolorimetrischen. 


6. Bei allen bisher von uns bestimmten Vitamin A-Praparaten und 
Vitamin A-reichen Geweben wurde das Absorptionsmaximum im Ultra- 
violetten in alkoholischer Lésung immer bei 325 my, aber nicht bei 
328 my beobachtet. Zur Bestimmung des Vitamins A ist also der 
Extinktionskoeffizient bei 325 my. zu nehmen. 


1 », Eekelen, Emmerie u. Wolff, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 6, 150, 1937. 


Biochemische Zeitschrift Band 308 25 











354 A. Fujita u. T. Sakamoto: Bestimmung des Vitamins A. IT. 


7. Bei 325 my, ist der EinfluB der Steroide geringfiigig. Caro: 
kann wegen der Schwerléslichkeit in Athylalkohol kaum beeinflussey 


8. Bei Verseifung und Oxydation iiben Steroide einen bedeutendey 
Einflu8 auf die Extinktion bei 325my aus. Bei Gegenwart einer 
geniigenden Menge von Steroiden kann man also den richtigen Vitamin. 
wert nach einer solehen Behandlung nicht erhalten. 

9. Bei Vitamin A-reichen Praparaten wurde gleichzeitig der 
Extinktionskoeffizient bei 325 my und die Extinktion bei der Carr. 
Priceschen Reaktion bestimmt sowie der Umrechnungsfaktor zur 
Berechnung des Vitamin A-Gehalts aus den kolorimetrischen Extink- 
tionen festgestellt. 





Uber den Abbau 
von Nicotin durch tierisches Gewebe. II. 
Von E. Werle und R. Miiller. 
(Aus der Chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1941.) 


In einer friitheren Mitteilung (1) berichteten wir iiber ein nicotin- 
abbauendes Ferment, welches in Schnitten von lebensfrischen Lebern, 
Lungen und Nieren von Kaninchen nachgewiesen werden konnte. 
Die Tatigkeit des Ferments, dessen Wirkungsoptimum bei neutraler 
Reaktion liegt, ist gebunden an die Gegenwart von Sauerstoff. Der 
Abbau des Nicotins wurde durch 0,001 n Blausaurelésung oder durch 
die Gegenwart von Kohlenoxyd nahezu vollkommen gehemmt. Durch 
kurzes Aufkochen in Tyrodelésung wurde die Abbaufihigkeit der 
Lungenschnitte vollkommen, die der Leberschnitte zu etwa 70° ver- 
nichtet. 

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst mit Hilfe der in der 
1. Mitteilung (1) beschriebenen Methode die Nicotinabbaufahigkeit von 
Lungen, Lebern und Nieren verschiedener Tiere untersucht, und zwar 
von Kaninchen, Schafen, Tauben, Meerschweinchen, Hunden, Ratten, 
Schweinen und Rindern. Wie aus Tabelle I zu ersehen ist, nimmt die 
Abbaufahigkeit der Organe in der vorstehend angegebenen Reihenfolge 
ab und ist bei Rindern und Schweinen gleich Null. 


Tabelle I. 
Von 0,5 mg Nicotin, gelést in 0,5 cem Wasser, wurden im Ansatz mit 
0,8 g Organ und 3 ccm Tyrodelésung unter Sauerstoff innerhalb 3 Stunden 
bei 37° abgebaut: 





Abbau in % bei 
Tierart RANE Genet . ~ 
Leber | Lunge Niere 


en ASTER? CET Ee 100 etwa 40 etwa 15 
Schaf 100 » 00 
Taube 90 0,0 
Meerschweinchen 60 30 
Hund 50 25 
Ratte 25 0 

+ 0 


0 0 


Die Abbaufahigkeit war also bei der Leber jeweils am starksten, 
die der Lunge war etwa halb so groB wie diese, am geringsten war das 
Entgiftungsvermégen der Niere. 

Die Nicotinabbaufahigkeit der Organe einer Tierart scheint nicht 
in direkter Beziehung zu ihrer Nicotinempfindlichkeit zu stehen. Es 
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wurde namlich festgestellt, daB die Lebern von Kaninchen und Taube y 
das Nicotin etwa in gleichem MaBe abbauen (siehe Tabelle I), obwoh)| 
die Empfindlichkeit der Taube eine sehr hohe, die des Kaninchers 
aber eine sehr geringe ist. Immerhin wurde festgestellt, daB dic 
Lunge der Taube im Gegensatz zu der des Kaninchens und anderer 
zu starkem Nicotinabbau befihigter Tiere kein Abbauvermégen fiir 
Nicotin zeigt. 

Lebern und Lungen von Meerschweinchen und Hunden lassen 
deutlich ein Abbauvermégen fiir Nicotin erkennen, ebenso die Ratten. 
leber. Kine entgiftende Wirkung der Schweineleber lieB sich nicht 
einwandfrei nachweisen. Der Rinderleber fehlt die Fahigkeit zum Abbau 
des Alkaloids véllig. Bei Verwendung von Gehirn, Diinndarmschleim.- 
haut und Milz war fiir kein Tier ein Abbau nachweisbar. 

Die Organe eines Hundes, der in Athernarkose durch intravenis: 
Injektion von 15 cem Chloroform getétet wurde, zeigten im Gegensatz 
zu denen eines elektrisch getéteten Hundes (siehe Tabelle I) keinen 
Nicotinabbau. 

Fiir die Untersuchung der Abbaufahigkeit gegeniiber Nicotin 
muBten die Organe méglichst bald dem getéteten und entbluteten 
Tier entnommen und verwandt werden, da ihre Entgiftungsfiahigkeit 
rasch abnahm. Organe, die 24 Stunden nach der Entnahme bei etwa 
15° aufbewahrt wurden, zeigten kein oder nur noch geringes Abbau 
vermégen. Hiernach erscheint es erklarlich, daB Organe menschlicher 
Leichen keinen Abbau erkennen lieBen. 

Wurde im Glasarm nach Krebs zur Durchstr6mung statt Sauerstoff 
Stickstoff verwandt, so lieB sich bei keiner Tierart Nicotinabbau nach- 
weisen. Wurden Organe mit Sand im Mérser zerrieben oder mehrfach 
durch eine Fleischmiihle getrieben, so zeigte sich in keinem Falle mehr 
ein Nicotinabbau. 

Zur niaiheren Charakterisierung des nicotinabbauenden Fermentes 
wurde der EinfluB gewisser Substanzen auf seine Aktivitat gepriift 
Bei diesen Versuchen, deren Ergebnisse in den Tabellen Il bis V zu- 
sammengefaBt sind, wurde die Versuchsdauer von 3 auf 2 Stunden 
herabgesetzt. Statt 3ccm Tyrodelésung wurden 2,9 und 0,1 ccm der 
wasserigen Lésung der auf ihren Einflu8 zu priifenden Substanz hinzu- 
gefiigt. 

Kupfersulfat in 0,002 mol. Lésung ergab eine nur eben deutliche 
Hemmung. Natriumazid hemmte in 0,01 mol. Lésung bis zu 70°, 
in 0,001 mol. Lésung bis zu 35%, Methylenblau in 0,001 mol. Lésung 
hemmte zu 50 bis 90%. Bei 0,0001 mol, Lésung betrug die Hemmung 
noch 25 bis 50%. Versuche mit Carbonylgruppenreagentien wie 
Hydroxylamin und Semicarbazid lieBen selbst in 0,1 mol. Lésung 
keinen Einflu8 auf das nicotinentgiftende Ferment erkennen. Die von 
Werle gefundene Hemmung durch Blauséure bezieht sich also woli| 














nicl 
Blo 
Es 

der 


bar. 


Hem 
Ser 


Hye 


Hem 


Hem 


Se 


Hem 
Ser 
Hy 


vor 
erg 
Sat 
pre 
dar 
der 
nic 
wel 





Peli 


itz 


en 











= 


Abbau von Nicotin durch tierisches Gewebe. IT. 357 


nicht auf eine Blockierung einer Carbonylgruppe, sondern auf die 
Blockierung eines Schwermetallatoms der Wirkgruppe des Ferments. 
Es ergab sich stets eine starkere Hemmung bei der Lunge als bei 
der Leber. 

Nachstehende Tabellen bringen eine Ubersicht iiber die Beeinflu8- 
barkeit des nicotinabbauenden Ferments durch die genannten Zusatze. 


Tabelle I]. Kaninchenleber. 
Versuchsbedingungen siehe Text. 





Hemmungskoérper Molaritat % Hemmung | Hemmungskérper  Molaritét % Hemmung 


Semicarbazid 0,01 0 Natriumazid 0,01 50 
” 0,002 0 - 0,001 26 
Hydroxylamin 0,01 0 Methylenblau 0,001 45 
re 0,002 0 os 0,0001 25 


Tabelle Il]. Kaninchenlunge. 





Hemmungskérper Molaritat % Hemmung | Hemmungsk6rper |; Molaritit °% Hemmung 


Semicarbazid 0,01 0 Natriumazid 0,01 0 
as 0,002 0 “6 0,001 0 

Hydroxylamin 0,01 0 Methylenblau —0,0001 50 
” 0,002 0 


Tabelle IV. Taubenleber. 





HemmungskoOrper Molaritit % Hemmung| Hemmungskérper Motaritat % Hemmung 


Semicarbazid 0,01 0) Natriumazid 0,01 70 
” 0,002 0 = 0,001 35 
Hydroxylamin 0,01 0 Methylenblau 0,001 30 
2 0,002 0 i 0,0001 20 


Tabelle V. Schafsleber. 





Hemmungsk6rper Molaritat °% Hemmung| Hemmungskérper Molaritiit % Hemmung 


Semicarbazid 0,01 0 Natriumazid 0,01 0 
om 0,002 0 Ps 0,001 0 
Hydroxylamin 0,01 0 Methylenblau | 0,001 90 
* 0,002 0 pe 0,0001 30 


Der Sauerstoffverbrauch unveranderter Organschnitte in Gegenwart 
von Nicotin wurde auch manometrisch nach Warburg gemessen. Es 
ergab sich bei niedrigen Nicotinmengen (bis 0,5 mg pro Ansatz) ein 
Sauerstoff-Mehrverbrauch, bei gré8eren Nicotinmengen (z. B. 1,5 mg 
pro Ansatz) eine Verminderung der Sauerstoffzehrung. Sie ist wohl 
darauf zuriickzufiihren, daB Nicotin in gréBeren Mengen eine Hemmung 
der Atmung zu bewirken vermag (2). Da sich beide Reaktionen zunachst 
nicht gegeneinander abgrenzen lassen, kann noch nicht angegeben 
werden, wieviel Molekiile Sauerstoff fiir die Entgiftung eines Nicotin- 
molekiils verbraucht werden. So wurde in einem Ansatz mit 0,5 mg 
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Nicotin (Zusammensetzung siehe Text zu Tabelle I) nach 90 Minuten 
ein Sauerstoff-Mehrverbrauch von 39cmm, im Ansatz mit 1,5 mg 
Nicotin ein Minderverbrauch von 55 cmm festgestellt. 

Am Beispiel der Ratte wurde untersucht, ob durch regelmabive 
parenterale Nicotingaben sich die Abbaufahigkeit der Leber fiir Nicotin 
steigern laBt: 

Sieben Ratten wurden als Versuchstiere verwandt. Vor jeder Injektion 
wurde eine wasserige Lésung hergestellt, die pro cem 1 mg Nicotin enthielt, 
Pro kg Kérpergewicht der Ratte wurden 5 mg Nicotin injiziert, so daB bei 
einem Durchschnittsgewicht der verwandten Tiere von 130 g etwa 0,65 ccm 
dieser Lésung zunachst gegeben wurden. Nach der ersten subcutanen Gabe 
von 0,5 mg Nicotin je Tier starb ein Tier nach 3 Stunden unter tonisch 
klonischen Krampfen und schwerster Dispnoe, die kurz vor dem Eingehen 
des Tieres in Apnoe iiberging. Die sechs iiberlebenden Tiere zeigten nach 
anfanglicher motorischer Unruhe die gleichen Erscheinungen, erholten sich 
aber langsam innerhalb zweier Tage; die sonst lebhaften Tiere verhielten 
sich noch am dritten Tage nach der Injektion auffallend ruhig, ihre 
FreBlust lieB stark nach. Am vierten Tage wurden erneut 0,65 mg Nicotin 
subcutan gespritzt. Schon am nachsten Tage schienen die Tiere weitgehend 
erholt, obwohl sie zunachst die Injektion mit den gleichen schweren Er- 
scheinungen beantworteten wie die ersten. Die Erholung trat nach den nun 
im Abstand von je 2 Tagen verabreichten Injektionen bei vier Versuchs- 
tieren immer rascher ein und die Vergiftungserscheinungen nach der 
Injektion lieBen mehr und mehr nach, Krampfe und Dispnoe traten am 
22. Tage nicht mehr auf. Drei der Tiere bekamen nun steigende Dosen 
von Nicotin bis auf das Doppelte der Anfangsdosis, ohne daB es zu irgend- 
welchen akuten Erscheinungen nach der Injektion gekommen ware; auch 
schien das Allgemeinbefinden in keiner Weise mehr beeintrachtigt, Motorik 
und FreBlust waren denen eines gesunden Tieres entsprechend. Nur ein 
Tier konnte keine Toleranz gegen Nicotin erlangen, auch geringere Gaben 
(0,25 mg) wurden mit schweren akuten Erscheinungen beantwortet, nach 
denen eine Erholung nur sehr langsam eintrat, so daB das Nicotin bei ihm 
nach der vierten Gabe abgesetzt wurde. 3 Wochen spater bekam das Tie! 
Junge, so da die bis dahin unklare Empfindlichkeit des Tieres gegen 

‘Nicotin ihre Erklarung durch die bestehende Graviditat fand. Nach 30 
bzw. 36 Tagen wurden die Tiere getétet, um die Abbaufahigkeit der Leber 
zu untersuchen. 


Entgegen der Erwartung fand kein verstarkter Abbau des Nicotins 
statt. Der Abbau war gegeniiber dem bei unbehandelten Tieren fest- 
gestellten eher vermindert. Die histologische Untersuchung der Lebern 
ergab zwar noch keine sichtbaren anatomischen Verdinderungen, doch 
sind Schaidigungen der Leber bei langerdauernder Nicotinverabreichung 
bei Kaninchen festgestellt worden (3). 
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